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Leicht hydrolysierbares Phosphat aus Co-Zymase. 


Von 
Ragnar Vestin und Hans y. Euler. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitaét Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1936.) 


Die Kenntnis vom Verlauf der alkalischen Spaltung der Co- 
Zymase und die Untersuchung der dabei entstehenden Produkte 
ist aus zwei Griinden bedeutungsvoll: 1. Bei vielen enzymatischen 
Phosphat-Umesterungsreaktionen wirkt die mit Alkali behandelte 
Co-Zymase im Gegensatz zur Co-Zymase selbst (Co-Dehydrase I) 
als Phosphatiibertriger!?), 2. Fiir die Konstitutionsaufklirung 
ist die Untersuchung der Abbauprodukte notwendig. 

Unsere bisherigen Kenntnisse®*) wurden durch folgende Beob- 
achtungen erweitert: Unterwirft man ein durch alkalisches Er- 
hitzen (3—10 Minuten, 0,1—0,05 n-NaOH) girungsinaktiviertes 
Priparat der Hydrolyse in n-HCl, so wird anorganisches Phosphat 
freigelegt, und zwar erweist sich etwa '/, des Gesamtphosphates 
der eingesetzten Co-Zymase als duBerst siurelabil. Die Hydro- 
lysenkurve zeigt, daB wihrend der ersten 7 Minuten etwa gleich- 
viel Phosphat abgespalten wird wie in den folgenden 2—3 Stunden. 
Dieser so bestimmte Betrag von 1/, des Gesamtphosphates schlieBt 
nicht aus, daB unter geeigneten Bedingungen bei der Alkali- 
inaktivierung bis 50°/, des in Co-Zymase enthaltenen Phosphates 
(eines von den beiden P-Atomen) in siaurelabile Form gebracht 
werden kann. Dieses Ziel wird aber nicht durch Verlangerung 
der Erhitzungszeit mit Alkali erreicht, da vermutlich das ent- 
stehende Produkt in einer sekundiren Reaktion weiter zerfallt. 

Findet die Behandlung mit Alkali anstatt bei 100° bei Zimmer- 
temperatur statt, so entsteht kein séurelabiler Phosphorsiureester 
(innerhalb 3—4 Stunden); da aber auch hierbei die girungs- 
aktivierende Fiahigkeit vernichtet wird, kann man den SchluB 
ziehen, daB die zum siurelabilen Phosphorsiiure-ester fiihrende 
Reaktion sich aus mindestens zwei Stufen zusammensetzt. 














Il Ragnar Vestin und Hans v. Euler, 


Der labile Phosphorséureester ist bestimmt nicht identisch 
mit Adenylsiure (schwer hydrolysierbar), ebenso kommt Ribose(5)- 
phosphorsdure [aus Co-Zymase hergestellt*)] nicht in Frage (vgl. 
deren Hydrolysenkurve). 
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(1) Normale Co-Zymase. 

(2) Bei 20° alkalibehandelte Co-Zymase. 

(3) Ribose-(5)-phosphorsiure. 

(4) Als Ag- und Pb-Salz isoliertes Priparat. 

(5) Bei 100° (7 Minuten) alkalibehandelte Co-Zymase. 


Ks ist zu vermuten, daB die siurelabile Phosphorsiiuregruppe 
an das zweite P-Atom in Pyrophosphatbindung gekniipft ist. Es 
entsteht also vermutlich durch Alkalibehandlung von Co-Zymase 
Adenosin-diphosphorsiaure bzw. ein ihr nahestehendes Produkt. 
Hierfiir sprechen u. a. folgende Befunde: Adenin wird aus beiden 
Substanzen durch Saure etwa gleich schnell abgespalten. Aus 
dem Alkali-hydrolysengemisch kann man die Verbindung als Ag- 
und als Pb-Salz fallen. Nach dem Zerlegen dieser Fillung mit 
H,S und nach Ausfallen mit Alkohol*) zeigte die Substanz einen 
betrachtlichen Gehalt an labilem Phosphat. Die Versuche zur 
Reindarstellung sind noch nicht abgeschlossen. 


Es ist sehr wahrscheinlich, dab die das labile Phosphat ent- 
haltende Substanz als Phosphatiibertriger wirksam ist. Es zeigt 
sich namlich, daB das Hydrolysengemisch bei der enzymatischen 
Phosphorylierung im System: gealterter und dialysierter Muskel- 
extrakt + Phosphokreatin + Mg, eine Menge Phosphat aufnimmt, 
die dem urspriinglichen Gehalt an siurelabilem Phosphat gleich 
ist. Die Reaktion fiihrt also eine Verdoppelung des Gehaltes an 
siurelabilem Phosphat herbei (z. B. von 0,30 m-Mol bis 0,63 m-Mol), 


*) Ausfiibrliche Beschreibung von Euler, Schlenk und Heiwinkel 
erscheint demniichst. 
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Leicht hydrolysierbares Phosphat aus Co-Zymase. III 

















isch was einem Ubergang Adenosin-diphosphorsiiure zu Adenosin- 
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Diese Befunde sprechen dafiir, daB auch in der intakten Co- 
Zymase eine Pyrophosphatbindung vorliegt in Ubereinstimmung 
mit der von Schlenk und Euler aufgestellten Formel*). (Die 
mit a bezeichnete Bindung ist in der alkali-erhitzten Co-Zymase 
freigelegt, die mit b bezeichnete ist die siiurelabile Pyrophosphat- 
bindung.) 
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Untersuchungen iiber die Tyraminbildung im Organismus 
des Warmbliters”). 
Von 
Heinz Adolf Heinsen, 


(Aus der Medizinischen- und Nervenklinik der Universitit GieBen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Oktober 1936.) 


Vor einiger Zeit konnte ich’), zusammen mit Wolf, bei be- 
stimmten Formen yon Blutdrucksteigerung, die mit krankhaften 
Verinderungen an den Nieren einhergehen, im Blut der Patienten 
eine Substanz nachweisen, die mit gréBter Wahrscheinlichkeit als 
Tyramin angesprochen werden muf, Kine Isolierung und Analyse 
war bisher bei den geringen Mengen des zur Verfiigung stehenden 
Ausgangsmaterials, sowie wegen der wahrscheinlich darin vor- 
handenen minimalen Substanzmengen nicht méglich. Der Nach- 
weis erfolgte mittels einer relativ spezifischen Farbreaktion nach 
vorheriger Fraktionierung und Aufarbeitung, die ebenfalls so auf 
die Gewinnung von Tyramin gerichtet war, daB die Annahme, es 
kénne trotzdem eine andere Substanz vorliegen und von der 
Farbreaktion erfaBt werden, sehr unwabrscheinlich wurde. Immer- 
hin soll nicht endgiiltig bestritten werden, daB ein bisher un- 
bekannter Stoff mit ihnlichen chemischen Eigenschaften wie das 
Tyramin dieses vorgetiuscht haben kénnte, wenn auch die Wahr- 
scheinlichkeit hierfiir sehr gering ist. Der Nachweis des Tyramins 
im Hypertonikerblut wurde mit der Blutdrucksteigerung in ur- 
sichlichen Zusammenhang gebracht. Es erhob sich nun die 
Frage, wo im Kérper und in welchen Organen eventuell eine 
Tyraminbildung stattfinden kénne. In Analogie zu den Ansichten 
von Volhard und geleitet durch weitere Untersuchungen’) hatten 
wir damals angenommen, daB das T'yramin in der Niere entsteht, 
wenn diese, vielleicht infolge Gefifspasmen, mangelhaft mit Blut 
versorgt wird und damit durch den Sauerstoffmangel die oxydative 
Desamidierung Not leidet. Man kénnte sich vorstellen, daB in 
solchen Fallen der Kirper den Weg der Decarboxylierung von 


*) Nach einem Vortrag anliBlich der Tagung der Deutschen Physio- 
logischen Gesellschaft am 1. Sept. 19386 in GieBen. (Ber. Physiol. 1936, 
im Druck.) 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLY. ] 














> Fo RTE RPE BP PTS TREO EEE - 








2 Heinz Adolf Heinsen, 


Aminosauren beschreitet. Eine andere Erklirung fiir das Auf- 
treten von Tyramin bei dieser Erkrankung, die wir ebenfalls 
friiher erwogen haben, ware in dem Darniederliegen der entgiftenden 
Funktionen des Organismus zu suchen, wodurch ein mangelhafter 
Abbau des schon normalerweise gebildeten Amins stattfinden kénnte. 
Von verschiedenen Autoren wird seit langem in diesem Zusammen- 
hang auf die Notwendigkeit geniigender Sauerstofizufuhr hingewiesen. 

Ausgehend von dieser Arbeitshypothese habe ich nun Ver- 
suche dariiber angestellt, ob die Niere iiberhaupt decarboxylierende 
Fermente besitzt und somit imstande ist, Tyramin aus Tyrosin 
zu bilden. Zu diesem Zweck wurde Nierengewebe von ver- 
schiedenen Tieren (Rindern, Hunden, Meerschweinchen und Kanin- 
chen) der Autolyse unterworfen. Bei der Aufarbeitung dieser 
Autolysate konnte Tyramin niemals nachgewiesen werden. 

Es wurden dann weiterhin, um die natiirlichen Verhiltnisse 
méglichst nachzuahmen, Untersuchungen nach der Warburg- 
Methode mit lebenden Nierenschnitten in physiologischer Salz- 
lésung, der Tyrosin zugesetzt war, angestellt. Dabei wurde der 
Gasraum der GefiBe teils mit reinem Sauerstoff oder Carbogen 
beschickt, teilweise wurden auch Sauerstoff—Kohlensiuregemische 
mit verschiedenem Sauerstofigehalt zwischen 10°/, und 90°/, O, 
verwandt, analog der mangelhaften Sauerstoffversorgung der Nieren 
bei schlechter Durchblutung. Alle diese Untersuchungen, auch 
die unter anaeroben Bedingungen, hatten in bezug auf die Tyramin- 
bildung ein negatives Ergebnis, so da8 ich aus meinen bisherigen 
Versuchen den SchluB ziehen méchte, daB im Nierengewebe 
ein Tyrosin-decarboxylierendes Ferment nicht vor- 
kommt, Das ist insofern nicht so sehr verwunderlich, als ja 
nach Krebs*) die Niere das Organ der starksten Desamidierung 
ist. Immerhin ist dieser Befund aus anderen Griinden bemerkens- 
wert: Vor einiger Zeit berichtete Schuler‘) iiber Versuche, in 
denen er mittels Nrerensehnitten aus Tyramin Adrenalin syntheti- 
siert haben will. Zu dieser Synthese sollte vorher das Tyramin 
durch Nierengewebe aus Tyrosin gebildet worden sein, ohne dab 
allerdings der direkte Nachweis des angeblich neu gebildeten 
Tyramins versucht wurde. Das ,,Adrenalin“ wurde mit einer unspezi- 
fischen Farbreaktion und auf biologischem Wege bestimmt. Da nun 
nach meinen Untersuchungen Nierengewebe gar nicht imstande ist, 
Tyramin zu bilden, und damit diese Substanz in den von Schuler 
zur Adrenalindarstellung verwandten Loésungen auch nicht vor- 
handen sein konnte, ist es nicht ersichtlich, wie aus Tyramin 
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Tyraminbildung im Organismus des Warmbliiters. 3 


Adrenalin entstanden sein kénnte. Die gesamte Adrenalinsynthese 
aus Tyramin erscheint deshalb zum mindesten sehr unwahrscheinlich"). 

Auf Grund meiner jetzigen Versuche ist auch die von Wolf 
und mir? ”) friiher geiuBerte Vermutung, daf beim blassen Hoch- 
druck das im Blut nachgewiesene Tyramin eventuell in den Nieren 
entstanden sein kénnte, nunmehr vorliufig in Frage zu stellen, 
wenn es auch nicht ganz ausgeschlossen erscheint, da sich die 
Niere im lebenden Organismus selbst etwas anders verhalt, als 
Gewebe oder Gewebsschnitte in vitro. Weitere Untersuchungen 
hiertiber sind zur Klarung dieser Frage notwendig. 

Ich habe nun anliBlich dieser Autolyseversuche weiterhin 
auch andere Organe auf das Vorhandensein von Decarboxylasen 
untersucht. Gewebe von Leber, Lunge, Milz und Musku- 
latur vermag ebensowenig, wie Trockenpulver aus diesen 
Organen, Tyramin zu bilden. Untersuchungen mit Teilen des 
Magen—Darmkanals waren wegen der Méglichkeit einer bakteri- 
ellen Mitwirkung sehr schwierig und sind noch nicht abgeschlossen. 

Ganz anders als die iibrigen Organe verhalt sich Pankreas- 
gewebe. Schon bei der Autolyse von frischem Rinderpankreas 
konnte aus dem Autolysat Tyramin analysenrein isoliert 
werden. Beim Zusatz von Tyrosin zum Pankreasbrei vor der 
Autolyse war die Ausbeute an Tyramindibenzoat etwa 3mal so 
groB, ohne daB die Aufarbeitung auch nur anndhernd quantitativ 
zu nennen ware. Damit ist es gelungen, im Pankreas von 
Warmblitern eine Tyrosin-Decarboxylase nachzuweisen 
und den endgiltigen Beweis fiir die Fahigkeit auch des 
héheren Organismus zur Aminbildung zu erbringen. 

Die Abwesenheit jeglicher Bakterien konnte durch mehrmalige 
Kontrolle bakteriologisch sichergestellt und damit eine Faulnis 
mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Die Wasserstoffionen- 
konzentration der Ansitze nach der Autolyse lag ziemlich konstant 
bei einem p,, von 6,5, also im schwach Sauren; Puffer wurden 
vorlaufig nicht verwandt. 

Die decarboxylierende Wirkung war auch mit Pan- 
kreas-Trockenpulver zu erzielen; jedoch war dabei die Amin- 
bildung im Verhiltnis zu Pankreasbrei viel geringer und verlief 
in einigen Ansiitzen sogar negativ, ohne dai wir eine Ursache 
hierfiir angeben kénnten. Die Herstellung des Pankreaspulvers 





*) Vgl. hierzu auch Anmerkung am Schlu8 der Zusammenfassung 
dieser Arbeit! 
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4 Heinz Adolf Heinsen, 


nach dem Spritzverfahren schlieBt ebenfalls bakterielle Mitwirkung 
aus; auBerdem wurden auch diese Ansitze bakteriologisch unter- 
sucht und keimfrei befunden. 

Bemerkenswert ist, daB Extrakte aus Pankreasgewebe mit 
physiologischer Salzlésung keine decarboxylierende Wirkung hatten. 
Ks ist nicht klar ersichtlich, ob das Ferment an die intakte Zelle 
selbst gebunden ist oder bei der Aufbereitung der Extrakte zer- 
stért wurde. Untersuchungen hieriiber, auch mit anderen Extrak- 
tionsmitteln, sind im Gange. 

Um nun weiterhin zu untersuchen, ob das Ferment eventuell 
im Sekret der Pankreasdriise ausgeschieden wird, habe ich frisch 
gewonnenen Duodenalsaft vom Menschen unter aseptischen Be- 
dingungen auf Tyrosin einwirken lassen. Die Versuche nach 
dieser Richtung sind noch nicht ganz abgeschlossen, doch habe ich 
bisher eine Tyraminbildung dabei nicht nachweisen kénnen. 

In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB bereits Emerson®) 
bei der Aufarbeitung eines Pankreasautolysats Tyramin gefunden hat. Dieser 
Befund ist jedoch nicht als voll beweisend fiir die Fahigkeit des tierischen 
Organismus zur Aminbildung anzusehen, da eine Mitwirkung von Bakterien 
bei der Autolyse nicht mit Sicherheit auszuschlieBen ist, Abgesehen davon, 
da8 beim Schiitteln eines Breigemisches mit Toluol, wie es Emerson getan 
hat, Keimfreiheit nicht sicher und wenn iiberhaupt, dann erst nach einigen 
Tagen zu erzielen ist, wurde der bakteriologische Nachweis, der allein aus- 
schlaggebend ist, gar nicht versucht. Aus diesem Grunde ist der Befund 
Emersons nicht als beweisend anzusehen; diese Ansicht wird u. a. auch 
von Guggenheim’) vertreten. 

Die von mir durchgefiihrten Autolysen hatten als Suspensionsmittel 
Chloroformwasser und Toluol, Nachdem die Bauchspeicheldriisen mehrmals 
in Chloroformwasser gewaschen waren, wurde der Brei in diese Mischung 
eingetragen. Sodann wurde am ersten und letzten Tage der Autolyse eine 
bakteriologische Untersuchung als sichere Kontrolle der vorhandenen Keim- 
freiheit durchgefiihrt. Weiterhin ist darauf hinzuweisen, daB in einigen 
Versuchen auch mit Pankreastrockenpulver, das als sicher bakterienfrei an- 
zusehen ist, eine Tyraminbildung erzielt werden konnte. So ist also, im 
Gegensatz zu den Untersuchungen yon Emerson, Bakterienmitwirkung 
sicher auszuschlieBen. 

Es lag nun nahe, im Pankreas nach weiteren Decarboxylasen 
auch auf andere Aminosiuren zu suchen. Die Versuche erstrecken 
sich vorliufig auf Phenylalanin, Histidin und Tryptophan’%). 
Ks ist mir bis jetzt jedoch nicht gelungen, eine Aminbildung 
durch Pankreasgewebe aus diesen Aminosiuren fest- 


*) Die bei meinen Versuchen verwandten Aminosiuren wurden mir 
durch Vermittlung von Herrn Dr. Guggenheim von der Firma Hoffmann- 
La Roche liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt, wofiir ich an dieser 
Stelle meinen verbindlichsten Dank aussprechen méchte. 
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zustellen, so daB ich annehmen méchte, dab im Pankreas nur 
eine Tyrosin-Decarboxylase vorkommt. Auffallend ist immerhin, 
daB selbst ein dem Tyrosin so nahe verwandter Kérper wie das 
Phenylalanin anscheinend nicht decarboxyliert wird. Es handelt 
sich also bei der Decarboxylase im Pankreas um ein ganz spezifisch 
wirkendes Ferment. 

Die Tatsache, daB zur Tyraminbildung nur Pankreasgewebe 
befahigt zu sein scheint und von diesem Organ andere Amino- 
siiuren wie Phenylalanin, Histidin und Tryptophan nicht decarb- 
oxyliert werden, schlieBt natiirlich nicht aus, daB sich diese anderen 
Decarboxylasen eventuell in einem der iibrigen tierischen Organe 
finden. Meine Untersuchungen iiber diese Fragen sind noch nicht 
abgeschlossen. Immerhin besteht die Méglichkeit fiir das Auffinden 
weiterer decarboxylierender Fermente durch Isolierung der ent- 
sprechenden Amine, was zum Beispiel fiir die Frage der Histamin- 
bildung im Tierkérper von ausschlaggebender Bedeutung sein 
wiirde. Der endgiiltige Beweis dafiir, daB iiberhaupt eine Amin- 
bildung aus Aminosiuren ohne Bakterienmitwirkung im tierischen 
Organismus méglich ist, ist mit dem Nachweis der ‘T'yrosin- 
Decarboxylase im Pankreas erbracht. 


Die Entstehung von biogenen Aminen aus den entsprechenden Amino- 
siiuren unter Mitwirkung von Bakterien ist seit langem bekannt. Man be- 
zeichnete diese Substanzen friiher auch als Fiulnisbasen. So konnte von 
Ellinger’) die Entstehung von Cadaverin und Putrescin, von Ackermann *) 
die Bildung von Histamin, von Sasaki®*) die von Tyramin u. a. m. nach- 
gewiesen werden. Wir haben es hier jedoch nicht mit einer spezifischen 
Kigenart der Bakterien zu tun; auch héhere Organismen sind zu dieser Um- 
wandlung der Aminosiuren befihigt. Die Bildung von Tetramethylendiamin 
durch Boletus edulis [Reuter')] und durch frische Hefe [Schenck"’)], 
sowie die Auffindung von Putrescin, Cadaverin und Tyramin in Secale cor- 
nutum [Rielinder’), Barger’*)] beweisen, daB auch Pflanzen und Pilze 
decarboxylierende Fermente besitzen. 


Nur wenige Untersuchungen iiber die Mdéglichkeit der Aminbildung 
liegen jedoch fiir den tierischen Organismus vor, von denen besonders die- 
jenigen, die sich mit dem Warmbliiter befassen, nicht beweisend sind*). Zwar 


*) Anm. bei der Korrektur. Aus folgenden, mir erst jetzt zuging- 
lich gewordenen Arbeiten (Best, J. of Physiol. 62, 397 (1927); 68, 97 (1929), 
und Thorpe, Biochemic J. 22, 94 (1928) ersehe ich, dab bei der Aufarbei- 
tung von alkoholischen Extrakten aus Ochsenleber, Lunge und Muskel an- 
scheinend Histamin in sehr geringen Mengen abgetrennt worden ist. Falls 
sich diese Befunde bestiitigen sollten und eine Mitwirkung von Bakterien 
ausgeschlossen werden kann, bediirfen meine obigen Bemerkungen einer 
entsprechenden Einschrinkung. 
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ist das Auftreten von Tyramin in den Speicheldriisen des Tintenfisches 
durch die Befunde yon Henze") gesichert; aber schon bei den Unter- 
suchungen von Emerson’) iiber die Entstehung dieser Substanz bei der 
Pankreasautolyse ist, wie oben bereits dargelegt wurde, eine bakterielle Mit- 
wirkung nicht mit Sicherheit auszuschlieBen [Guggenheim]. Auch die 
Bildung von Histamin durch den tierischen Organismus kann als keineswegs 
gesichert angesehen werden; der Befund von Barger und Dale’) die 
Histamin aus der Schleimhaut des Diinndarms dargestellt haben wollen, 
stellt bei der mangelhaften Analyse des Priparats keinen endgiiltigen Be- 
weis dar, wenn sich die fragliche Substanz pharmakologisch auch wie 
Histamin verhielt. AuBerdem erhebt sich hierbei wiederum die Frage, ob 
es sich nicht um eine Bildung von Histamin im Darm durch Bakterien 
mit nachfolgender Resorption durch die Darmschleimhaut gehandelt hat 
(Guggenheim "). 


Wenn nunmebr im Pankreas eine ‘T'yrosin- Decarboxylase 
nachgewiesen werden konnte, so erhebt sich die Frage, ob dieses 
Ferment auch fiir den lebenden Organismus von Bedeutung ist 
und welche Rolle es eventuell spielt. Da8 es tiberhaupt in Funktion 
tritt, diirfte wohl kaum zu bezweifeln sein; denn es ist nicht an- 
zunehmen, daB sich in einem bestimmten Organ ein spezifisches 
Ferment mit ganz umschriebener Wirkungsweise findet, wenn es 
im Leben nicht irgendeine Funktion ausibt. Es soll allerdings 
vorliufig keinesfalls behauptet werden, dab ein Zusammenhang 
mit irgendeiner Form von Blutdrucksteigerung besteht; diese Frage 
miiBte erst geklart werden. Aber aufer der pressorischen Wirkung 
des Tyramins sind noch weitere Kigenschaften bekannt, die fiir 
den Stoffwechsel bedeutungsvoll sein kénnten. Die Substanz wirkt, 
ebenso wie das Adrenalin, auf den Blutzuckerspiegel, so daB sich 
die Frage erhebt, ob etwa das Pankreas im Tyramin, ihnlich wie 
die Nebenniere im Adrenalin, einen eigenen Antagonisten gegen 
das Insulin bildet. Weiterhin wissen wir durch die Untersuchungen 
von Abelin und Jaffé2"), daB das Tyramin auf den EiweiB- und 
Kohlenhydratstoffwechsel die gleiche Wirkung wie Schilddriisen- 
priparate hat; es steigert unter anderem den Stickstoffumsatz und 
die Diurese und bewirkt durch erhéhte Kohlenhydratverbrennung 
Verschwinden des Glykogens aus der Leber. Auch hier muB man 
die Frage aufwerfen, ob unter bestimmten Umstiinden, z. B. beim 
Darniederliegen der Oxydationsvorgiinge, ein Eingreifen des im 
Pankreas gebildeten Tyramins in den Stoffwechsel stattfindet. 
Weiterhin berichtete vor kurzem Freund?) iiber den Zusammen- 
hang zwischen Tyramin und ,,Spitgift*. Er konnte in den Fallen, 
wo eine Spitgiftwirkung zu erwarten war, im Blut Tyramin nach- 
weisen. Auch hier diirften eventuell Zusammenhiinge bestehen. 
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Untersuchungen iiber das Verhalten der Tyrosin- Decarb- 
oxylase bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration, sowie 
iiber Wirkungsmechanismus, Wirkungsgeschwindigkeit usw. des 
Ferments sind inzwischen in Angriff genommen. 


Zusammenfassung. 


1. Im Pankreas des Warmbliiters konnte eine Tyrosin-De- 
carboxylase aufgefunden werden, iiber deren Wirkungsweise einige 
Daten mitgeteilt werden. Damit wurde zugleich der Beweis fiir 
die Fahigkeit des héheren Organismus zur Aminbildung erbracht. 

2. Decarboxylasen auf andere Aminosiuren (Phenylalanin, 
Histidin und Tryptophan) konnten im Pankreas nicht nach- 
gewlesen werden. 

3. In den iibrigen bisher untersuchten Organen (Milz, Nieren, 
Leber, Lunge und Muskel) ist die Tyrosin-Decarboxylase nicht 
vorhanden. 

4. Es wird die Bedeutung des Befundes fiir den Stoffwechsel 


diskutiert. 


Anmerkung wihrend der Drucklegung. Soeben erscheint eine 
weitere Mitteilang von Schuler und Mitarbeitern tiber die Adre- 
nalinsynthese aus Tyramin [Diese Z. 248, 90 (1936)], in der 
wiederum iiber die Bildung von Tyramin aus T'yrosin mittels 
Nierenschnitten berichtet wird. Die Methode ist die gleiche, wie 
sie schon oben ausgefiihrt wurde, es gelten also dafiir die schon 
oben vorgebrachten gleichen Bedenken: Der direkte Nachweis des 
Tyramins wurde nie versucht; es wird vielmehr das postulierte 
Tyramin in eine adrenalinihnliche Substanz umgewandelt und 
diese dann mit einer unspezifischen Farbreaktion bestimmt. Ich 
habe nunmehr trotz des negativen Ausfalls meiner friiheren Ver- 
suche mit Nierenschnitten nochmals Untersuchungen unter den von 
Schuler angegebenen optimalen Versuchsbedingungen angestellt, 
wobei das angeblich gebildete Tyramin direkt mit einer inzwischen 
ausgearbeiteten Mikromethode quantitativ bestimmt werden sollte. 
Mit dieser Methode sind noch Spuren von Tyramin zu er- 
fassen. Es gelang mir jedoch nicht, auch nur geringe Mengen 
von Tyramin nach Einwirkung von Nierenschnitten auf Tyrosin 
unter ,optimalen* Bedingungen nachzuweisen, so daB eine 
nennenswerte Bildung nicht stattgefunden haben kann. Ich bin 
deshalb nach wie vor der Ansicht, daB das Vorkommen einer 
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Tyrosin-Decarboxylase im Nierengewebe bis jetzt durch 
nichts bewiesen ist. Der Nachweis einer chemischen Substanz 
kann erst dann mit einiger Berechtigung indirekt quantitativ ver- 
sucht werden, wenn es vorher gelungen ist, diese Substanz zu 
isolieren und analysieren. In bezug auf die Wahrscheinlichkeit der 
von Schuler durchgefiihrten ,,Adrenalinsynthese“ wird das bereits 
oben gesagte aufrecht erhalten. 


Versuchsteil. 


Pankreasautolyse ohne Tyrosinzusatz. Frische kérperwarme Rinder- 
pankreas werden vom anhingenden Gewebe befreit und mit einer Fleisch- 
hackmaschine zerkleinert. 200 g Pankreasbrei werden dann mit 800 ccm 
Chloroformwasser versetzt und unter Toluol 8 Tage bei 37° unter haufigem 
Umschiitteln der Autolyse iiberlassen. 


Py am SchluB der Autolyse 6,5 (Folienmethode nach Wulf). Bakterio- 
logische Untersuchung: Kein Bakterienwachstum. 


EnteiweiBung mit 50 cem 50°/,iger Trichloressigsiure; im Filtrat Ferro- 
cyankaliprobe negativ. Vom Filtrat wird das iiberstehende Toluol, das fast 
das gesamte Fett enthilt, vorsichtig abgehebert. Neutralisieren mit Baryt 
bis zur schwach sauren Reaktion und einengen im Vakuum bei etwa 50°. 
Alkalisieren des Restes mit Soda und abfiltrieren vom flockigen Niederschlag, 
der griindlich mit Amylalkohol ausgewaschen wird. Ausschiitteln des Filtrats 
Smal mit je 100 cem Amylalkohol, der iiber wasserfreier Soda getrocknet 
wird. Ausschiitteln der Amylalkoholfraktinn mit Schwefelsiure (8mal mit 
je 100 cem n-H,SO,). Einengen bis auf etwa '/, des Volumens, neutralisieren 
mit Baryt, weiteres Einengen bis auf etwa 50 ccm. Alkalisieren mit Soda 
und Extraktion mit Ather fiir 40 Stunden im Extraktionsapparat. — Im 
Ather haben sich briunlich-krystallinische Massen abgeschieden, die nach 
Verjagen des Athers in wenig verdiinnter Schwefelsiure und Wasser gelést 
werden. Herstellen des Qundbaiibeechloridselecs nach Hanke”) zur weiteren 
Reinigung. Das reichlich entstandene weife Salz wird mit Schwefelwasser- 
stoff in der tiblichen Weise zersetzt. Nach dem Einengen der stark salz- 
sauren Fraktion bleiben reichlich krystallinische Massen zuriick, die nach 
Trocknen im Exsiccator mit Methylalkohol erschépft werden. Abfiltrieren 
vom anorganischen Riickstand (Kochsalz) und abdampfen des Methylalko- 
hols. — Der Riickstand wird in warmem Wasser aufgenommen und nach 
Schotten-Baumann in 20°/, Kalilauge benzoyliert. Ein zunichst auf- 
tretender geringer briunlich-lockerer Niederschlag wird abfiltriert. Nach 
weiterem Zusatz von Benzoylchlorid zum Filtrat failt plétzlich ein massiger, 
zusammengeballter weiBer Niederschlag aus. Nach Stehen im Eisschrank 
abfiltrieren und hiufiges Waschen mit Wasser und Petrolither. 


Rohausbeute nach Trocknen 1,2 g Benzoat. Mehrmaliges Umkrystalli- 
sieren aus 80°/,igem Alkohol und trocknen bei 100° im Vakuum fiir 
30 Minuten. 

Schmelzpunkt bei 170° Mischschmelzpunkt mit Tyramindibenzoat 
keine Depression. 
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5,034 mg Subst.: 14,100 mg CO,, 2,460 mg H,O, 0,004 mg Rest. — 
2,997 mg Subst.: 0,111 cem N, (24°, 753 mm), 0,002 mg Rest. 
C,.H,,0O,N Ber. C 7649 H5,55 N 4,06 

Gef. ,, 76,45 ,, 5,47 ,, 4,22. 


Pankreasautolyse mit Tyrosinzusatz. Wie oben, jedoch unter Zusatz 
von 5g Tyrosin. 

Pu am Schlu8 der Autolyse 6,5. Bakteriologische Untersuchung: Kein 
Wachstum. 

Nach iiblicher Aufarbeitung Rohausbeute 3,4 g Benzoat. Schmelzpunkt 
bei 169°. Mischschmelzpunkt keine Depression. 


4,967 mg Subst.: 18,890 mg CO,, 2,450 mg H,O, 0,006 mg Rest. — 
5,100 mg Subst.: 0,194 cem N, (19,5°, 738 mm). 


C,.H,,O,N Ber. C7649 H5,55 N 4,06 
Gef. ,, 76,36 ,, 5,53 ,, 4,81. 


Autolysen von Nieren, Milz, Lunge und Leber. Ansiitze und Auf- 
arbeitung wie oben. Im Atherextrakt der Ansiitze mit und ohne Tyrosin- 
zusatz scheiden sich keinerlei Krystalle ab. Nach Verjagen des Athers Farb- 
reaktion auf Tyramin'*) negativ. Beim Darstellen des Benzoats kein 


Niederschlag. 


Tyraminbildung durch Pankreaspulver. 50 g Pankreastrockenpulver 
fettfrei werden mit 500 cem Chloroformwasser angeriihrt und mit 4 g Tyrosin 
versetzt. Brutschrank bei 37° fiir 8 Tage unter Toluol. Weitere Aufarbei- 
tung wie oben. Im Atherextrakt T'yraminreaktion stark positiv. Bei Benzoy- 
lierung entstehen 0,8 g Rohbenzoat. Schmelzpunkt nach Umkrystallisieren 
bei 168—169°. Mit Tyramindibenzoat keine Depression. 

Ein zweiter Versuch fiihrte zu einem dhnlichen Ergebnis; bei einem 
weiteren konnte keine Tyraminbildung nachgewiesen werden. Ein Ansatz 
ohne Tyrosinzusatz verlief ebenfalls negativ. 


Ansatze mit Trockenpulver aus Leber, Nieren, Nebennieren und 
Muskulatur. Ansiitze und Aufarbeitung wie beim Pankreaspulver. Im 
Atherextrakt Tyraminreaktion negativ; keine Benzoatbildung. 


Herstellung von Extrakten aus Pankreas. 250 g frisches Rinder- 
pankreas werden nach Zerkleinerung mittels Fleischhackmaschine mit Sand 
und 500 cem warmer physiologischer Salzlésung verrieben und filtriert. Nach 
Zusatz von 3g Tyrosin und Toluol 8 Tage bei 37°. Aufarbeitung wie oben. 
Im Atherextrakt Tyraminreaktion negativ; keine Benzoatbildung. 


Ansatze mit Duodenalsaft und Tyrosin. Je 150—200 cem frisch 
gewonnener Duodenalsaft vom Menschen werden unter Zusatz von je 100 cem 
Wasser, 3 g Tyrosin und Toluol 6 Tage der Temperatur von 37° ausgesetzt. 

Py 7,9 — 7,1—6,9. Kein Bakterienwachstum. Im Atherextrakt Tyramin- 
reaktion negativ; keine Benzoatbildung.‘ 


Versuche mit lebenden Nierenschnitten. Beispiel: 830 mg (Trocken- 
gewicht) Schnitte aus Kaninchennieren wurden 3 Stunden bei 37,5° in 120ccm 
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physiologischer Salzlésung nach Krebs unter Zusatz von 20 mg Tyrosin 
bewegt. py 7,4. Im Gasraum 5°, CO, in O,. Nach EnteiweiBen mit Tri- 
chloressigsiure alkalisieren mit Soda und Atherextraktion fiir 40 Stunden. 
Im Extrakt keine Krystallabscheidung, Tyraminreaktion negativ. Keine 
Benzoatbildung. 

Das gleiche negative Ergebnis zeigte sich bei Nieren von Hunden und 
Meerschweinchen, bei Anderung des p,;, auf 6,4, bei Verminderung des 
Sauerstoffs auf 50°/,, 25°/, und 10°/,, bei Fiillung des Gasraums mit reinem 
Sauerstoff, mit Stickstoft, Kohlensiiure oder Wasserstoft, bei Verlingerung 
der Expositionsdauer bis zu 24 Stunden und bei Anderung des Tyrosin- 
gehalts der Salzlésung. 


Zum Schlu8 méchte ich Friulein Ingeborg Dames fiir 
die sorgfiltige und fleiBige Mitarbeit bei der Durchfiihrung der 
Versuche meinen Dank aussprechen. 
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Uber die Bestimmung von Basen aus tierischen Geweben. 


Von 


Erieh Strack und Herbert Schwanebere. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Oktober 1936.) 


Basen aus tierischem Gewebe zu isolieren, ist nicht nur 
eine miihsame und langwierige Arbeit, es gelingt auch trotz 
komplizierter Vorreinigung manchmal nicht, die Basen durch die 
iiblichen Aufarbeitungen zu trennen. Die Schwierigkeiten wachsen 
noch, wenn die Basen gleichzeitig quantitativ und so rein dar- 
gestellt werden sollen, dab sie fir empfindliche biologische 
Priifungen brauchbar sind. Bei den Bestimmungen von Carnitin 
((CH,), . N(OH). CH, . CH(OH). CH, .COOH]') neben Cholin [(CH,), 
. NOH).CH,.CH,OH] bzw. Betain [(CH,),.N(OH).CH,.COOH | 
neben Cholin aus quergestreiftem Muskelgewebe waren wir vor 
eine solche Aufgabe gestellt. Dies veranlaBte uns zu den folgen- 
den Untersuchungen. 


Zur letzten Abtrennung und Reindarstellung der quaterniiren 
Ammoniumbasen aus den Extrakten verwendet man Goldchlorid 
wie iiberhaupt tierische Basen haufig so dargestellt werden; denn 
die Goldsalze krystallisieren ausgezeichnet und sind z. T. schwer 
lislich. Solch eine Darstellung hat aber Nachteile, die zu Irr- 


tiimern fiihren kénnen. 


Selbst reine Basen kénnen durch bestimmte Fillungsbedin- 
gungen, die abhaingen von der Art der Base, deren Konzen- 
tration, der Fallungstemperatur, dem GoldiiberschuB, dem p,, usw. 
atypische Goldderivate bilden. So entstehen aus Wasser oder 
schwach kongosauren Lésungen schwer loésliche Salzsiure-arme 
Derivate, die bei primiren Aminen bis zu Salzsiure-freien, explo- 
siblen Goldverbindungen fiihren kénnen’). AuBerdem entstehen, 
wie es beim Betain beschrieben ist, basische Aurate*) oder Misch- 
salze komplexer Art‘) usw. Anscheinend kénnen auch Betaine 
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a 


allgemein in verschiedener Grundform — als offene Kette oder 


als Betainring — Salze bilden. Damit werden sowohl die Ana- | 


lysen als auch die chemischen Daten zur Identifizierung der 
Base unsicher, 

Diese Abweichungen kann man zwar durch richtige Wahl 
der Fallungsbedingungen vermeiden, doch hat man ja darin nicht 
immer freie Hand. Empfindliche Stoffe, wie z. B. das Acetyl- 
cholin, werden schwach sauer gefillt und umkrystallisiert. Begleit- 


basen kénnen also in schwer ldsliche Derivate umgewandelt | 


werden. Ganz uniibersichtlich aber werden Goldfillungen, wenn 
eine Base aus einem Gemisch abgetrennt werden soll, das wenig 
vorgereinigt ist, und bei dem deshalb auBerdem noch das unbe- 
kannte Milieu der Gewebsextrakte mitwirkt. Bei unseren Gold- 
faillungen traten gemischte oder komplexe Goldsalze in wechselnder 
Zusammensetzung und Menge, stark abhingig von den Fallungs- 
bedingungen, stets auf, wenn Cholin den Betainen in gréBerer 
Menge beigemischt war. Teilweise lassen sich diese Salze durch 
Umkrystallisieren nicht glatt aufteilen. Sie sehen mikroskopisch 
einheitlich aus, und ihr Schmelzpunkt ist in dem fir Goldsalze 
iiblichen Rahmen scharf. Ahnlich wie die quaterniren Basen, 
die anscheinend zu solchen Mischsalz-Bildungen neigen, ver- 
halten sich auch andere Basen-Gemische. Durch die atypischen 
und gemischten Derivate kénnen leicht neue Basen vorgetiduscht 
werden, besonders, wenn man nur wenig und kostbares Material hat 
und umfangreiche Trennungsversuche des Verlustes wegen scheuen 
mu8. Ahnlich wie Goldchlorid kann sich bei den Fallungen auch 
das Platinchlorid verhalten, so da8 man durch die Uberfiihrung 
in dieses neue Salz in der Tauschung nur bestirkt wird. 
Kommt das Cholin, wie im Extrakt aus Rindermuskeln, 
neben Carnitin nur in kleiner Menge (etwa 2°/,) vor, so befindet 
sich trotzdem Cholin im Krystallisat. Anscheinend ist das 
Cholin—Goldsalz im Carnitin—Goldsalz eingelagert, denn auch bei 
genauer mikroskopischer Durchmusterung kann neben den gut 
ausgebildeten Carnitin—Goldsalz-Krystallen kein Cholin—Goldsalz 
entdeckt werden. Dafiir spricht, daB sich durch mehrmaliges 
Umkrystallisieren aus verdiinnter Salzsiure, in der die anwesende 
geringe Menge an Cholin—Goldsalz sonst glatt léslich ist, bei 
jedem Mal nur ein bestimmter Cholin-Anteil aus dem Kry- 
stallisat entfernen aft. Es ist klar, daB solche mit nieder- 
geschlagenen hochwirksamen Basen biologische Bestimmungen 
fehlerhaft machen kénnen. 
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Wir begniigen uns an dieser Stelle mit dem Hinweis auf 


| die Fehlerméglichkeiten bei der Isolierung der Basen als Gold- 


salze und verzichten darauf, die bei diesen Untersuchungen ge- 


' machten chemisch interessanten Befunde mit ihren vielen Ana- 


lysen und sonstigen Belegen wiederzugeben, da sich je nach den 
Basen und Begleitstoffen die Herstellungsbedingungen der atypi- 
schen Goldderivate fndern, und die Aurate selbst biologisch 
ohne Interesse sind. — Auf Grund unserer Erfahrungen glauben 
wir, daB manche bisher nicht identifizierte tierische Base, die 
als Goldsalz dargestellt ist, sich bei genauerer Trennung als 
hartnickiges Mischsalz bekannter Basen erweisen wird. 

Fiir unsere Bestimmungen des Carnitins bzw. des Betains 
neben Cholin ergab sich also die Forderung, die Basen vor der 
Endfallung einwandfrei zu trennen, ohne daB die quantitative 
Bestimmung darunter leidet, und ohne daB die Aufarbeitungen zu 
langwierig werden und dadurch Reihenversuche stark erschweren. 
Alle von uns durchgepriiften Fallungen, denen die quaterniire 
Gruppe zugrunde liegt, eignen sich nicht zur Trennung, da sich 
die Basen zu gleichartig verhalten. Aussichtsreich schien unter 
Ausniitzung der Carboxylgruppe die Salzbildung mit solchen 
anorganischen Basen, die sich leicht wieder entfernen lassen. 
Diese 'rennungen waren jedoch umstindlich und auch wenig 
empfindlich. Wir priiften dann schwer lisliche Derivate auf ihre 
Salzbildung. Hierbei erwiesen sich nun die Reineckate als ge- 
eignet. Sehr einfach und schnell lassen sich unsere Basen 
trennen, wenn mit Ammonium-reineckat bei verschiedenem p,, 
gefallt wird, oder wenn die in Wasser aufgeschlammten Reineckate 
mit Alkalien ausgezogen werden, wobei die carboxylhaltigen 
Basen-reineckate gelést werden. Dieses Verfahren ist allgemeiner 
anwendbar und aus vielerlei Griinden besser als die Trennung 
iiber die Perjodide, die Stannék®) fiir Cholin und Betain 
angegeben hat. Insbesondere kann man die Trennung der 


- Reineckate in vielen Fallen unmittelbar mit der Aufarbeitung 


verbinden, wenn man die Basen nach Kapfhammer °) isoliert. 

Nach unserem Verfahren lassen sich auch andere Basen- 
Gemische trennen, die ihnliche Voraussetzungen wie die quater- 
niren Basen erfillen und die in saurem Wasser schwer ldésliche 


_ Reineckate geben. Hierbei mu8 man allerdings meist das p, 


genau abstimmen, was bei den quaterniren Basen-Gemischen 
nicht erforderlich ist. Hier fallt man einfach in ammoniakalischer 
Lésung mit Ammonium-reineckat das Cholin und aus dem Filtrat 
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mit Salzsiure das Carnitin bzw. das Betain, die dann gewogen 
und identifiziert werden. ZweckmiBig arbeitet man nicht zu 
langsam, weil die Reineckesdure sich in alkalischer Lisung zer- 
setzt. Die lésende Wirkung des Ammoniaks beruht in erster 
Linie auf einer Salzbildung mit der freien Carboxylgruppe des 
Basen-reineckats. Man kann diese Salze durch starkes Abkiihlen 
darstellen, jedoch konnten wir sie nicht analysenrein erhalten. 
Nebenhergehend muB man bei schwicherer Base auch mit einer 
Verdrangung aus ihrem Reineckat rechnen. 

Durch die Uberfiihrung der Betaine in Ester, die leicht 
vonstatten geht, ist noch eine weitere Abtrennungsméglichkeit 
gegeben. Der VerschluB der Carboxylgruppe hebt die Alkali- 
Léslichkeit der Reineckate auf, und die quaternire Gruppe kann 
sich voll auswirken. Wir beschreiben die Reineckate der Methy]- 
und Athylester im Versuchsteil. 

Kine andere Abtrennung des Cholins von Betainen ist mit 
dem Ammonium-rhodanilat méglich’). Carnitin und Betain fallen 
in verdiinnten neutralen Lésungen nicht aus, wahrend das 
Cholin noch erscheint. Da an und fir sich das Ammonium- 
rhodanilat nicht leicht léslich ist, mu8 man in verhiltnismabig 
groBen Fliissigkeitsmengen arbeiten, wodurch Verluste entstehen. 
Dazu kommt eine ziemlich erhebliche Alkali-Empfindlichkeit, und 
die Tatsache, daB man beide Stoffe nicht in einem Gang bestimmen 
kann. Irgendwelche Vorteile gegeniiber dem Reineckat haben 
sich also fir die Trennung nicht ergeben. 

Statt der angegebenen gravimetrischen Bestimmung des 
Cholins und eines Betains kann man das kiirzlich von Beattie’) 
angegebene colorimetrische Verfahren beniitzen, wenn man einige 
sinngemaBe Abanderungen an der Methode vornimmt: Betain- 
bestimmung in ammoniakalischer, waBriger Lésung; Cholin in 
Aceton. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, daB man 
kleine Mengen, bei Cholin 0,3 mg, noch bestimmen kann. Aber 
das Verfahren setzt saubere Reineckate voraus, die bei kleinen 


Mengen Base im Gewebe schwierig quantitativ und rein zu er- | 


halten sind, da die Begleitstoffe, Léslichkeiten, Zersetzlichkeit des 
Reineckats und anderes mehr die gefillte Menge stark beeinflussen. 
Man muB deshalb, um tatsichliche Werte zu erhalten, von gréBeren 


Gewebsmengen ausgehen. Dann aber ist die Basenmenge so groB, | 


daB das Wagen und die anschlieBende chemische oder biologische 
Identifizierung, wie sie Kapfhammer vom Cholin angibt, dem nicht 
charakterisierenden, colorimetrischen Verfahren vorzuziehen ist. 
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Uber die Bestimmung von Basen aus tierischen Geweben. 15 


Versuehe. 


Die Schmelzpunkte, besonders die der Goldderivate, sind stark ab- 
hingig vom Erhitzen. Wir haben deshalb, um reproduzierbare Werte zu 
erzielen, genaue Bedingungen eingehalten: Etwa 50° unterhalb des zu er- 
wartenden Schmelzpunktes wird in das heiBe Bad eingetaucht und in je 
30” um 1° erhitzt. Die Schmelzpunkte sind korrigiert. — Analysen nach 
Pregl. — Die biologischen Bestimmungen wurden nach Acetylierung am 
sensibilisierten Froschrektus oder Blutegel durchgefiihrt. 

1. Der Einflu8 des Umkrystallisierens aus Wasser, oder richtiger aus 
schwach saurer Lésung ist, da sich jedesmal beim Lésen, abhingig von 
der Salzkonzentration, eine schwach kongosaure Reaktion einstellt, in der 
folgenden Tabelle am Betain-Goldsalz zu erkennen. Das Betain—Goldsalz 
(Fraktion 1) wird aus der etwa 20—30 fachen Menge heiBem Wasser und 
anschlieBendem Stehen bei Zimmertemperatur umkrystallisiert; die so er- 
haltene Fraktion 2 wird wiederum in gleicher Weise umkrystallisiert und 
so fort. Fraktion 1 sind Blittchen, die iibrigen gedrungene, spitze Prismen 
in kammartiger oder tannennadelihnlicher Anordnung. Alle Fraktionen 
lassen sich durch Erhitzen in salzsaurer Loésung wieder in das normale 
Goldsalz zuriickverwandeln. 























Nr. o/, Cc oy, H /, Au Sintern Schiiumen 
7 in In 
1 | 13,20] 2,53 | 42,98] 208 209 
21 15,37] 3,18 | 40,83] 196 198 
3 | 15,52] 3,09 | 41,78] 183 184 
4] 14,68] 2,65 | 44,22] 172 174 
5 | 14,23] 2,69 | 46,76 165 166 


Bei diesen Goldsalzen handelt es sich um Mischsalze, wahrscheinlich 
komplexer Natur, die zum Teil aus normalen, basischen und Salzsiure- 
irmeren Goldderivaten bestehen. Ein urspriinglich von Fischer‘) und 
Willstaétter®) angenommener hoher Krystallwassergehalt ist nicht die 
Ursache der von ihnen gefundenen geringen Goldwerte, denn der C-Gehalt 
ist erhéht. — Die Fraktion 3 entspriche ihrer Zusammensetzung nach dem 
normalen Goldsalz des niichst héheren Homologen des Betains, fiir das 
© 15,29, H 3,0, Au 41,86 verlangt werden; die Fraktion 5 stimmt auf das 
Salzsiure-irmere Betain-Goldsalz C,H,,.NO,-AuCl, mit berechnet C 14,27, 
H 2,64, Au 46,88 und Schmelzp. 172,5°, das Stoltzenberg*) nach anderem 
Verfahren erhielt. Allerdings nimmt er mit 12 H-Atomen die freie Carboxy]- 
gruppe an, wihrend unseres Erachtens nach unserem Goldderivat die ge- 
schlossene Betainform zugrunde liegt, fiir deren 11 H-Atome auch unsere 
Analysen besser stimmen. 

2. Reineckate. — Carnitin-reineckat bildet aus Wasser, verdiinnter 
Salzsiure oder durch Verdunsten aus Aceton—Wasser gliinzende, hellpurpur- 
farbene, flache, trapezférmige Tafelchen. Sie enthalten 1 Mol Krystallwasser. 
Aus viel Wasser von 50° umkrystallisierbar. In Wasser sehr schwer, in Alkohol 
schwer, in Aceton sehr leicht und in Dioxan, wenn dieses feucht ist, leicht 
léslich. In saurem Wasser ist das Carnitin-reineckat sehr schwer léslich, in 
alkali-basischem in der Wirme leicht, in der Kilte wenig léslich. — Das 
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Ammoniumsalz fallt in ammoniakalischer Lésung in der Kilte als Gallerte 
aus, die mit diinnen Nadeln durchsetzt ist. Lést man Carnitin-reineckat in 
warmer, wiBriger lackmusneutraler Ammoniumacetatlésung, so erscheinen 
beim Abkiihlen lange, seidenglinzende, rosa Nadelbiischel, die in Wasser 
leicht léslich sind. Nach dem Trocknen sind sie jedoch unléslich geworden; 
auch die Analyse zeigt nicht die erwartete Zusammensetzung. Durch An- 
siuern 1aéBt sich normales Reineckat zuriickerhalten. — Das Carnitin-reineckat 


schmilzt bei 146—147° zu einer ziihen, dunklen Schmelze. 
Fiir C,,H,,0,0,8,Cr-H,O (498,5) Ber. C 26,48 H 4,85 Cr 10,48 
Gef. ,, 26,44 ,, 468 ,, 10,66 
Wasserfrei (480,5) Ber. ,, 27,47 ,, 4,62 ,, 10,82 


Gef. ,, 27,88 ,, 4,33 ,, 10,78. 


Acetyl-carnitin-reineckat (aus Carnitinchlorid und Acetylchlorid 
hergestellt ")] krystallisiert in glinzenden Blittchen ihnlich dem Carnitin- 
reineckat. Aus viel Wasser von 50° umkrystallisierbar, aber ohne Krystall- 
wasser. Basische Lésungen kénnen jedoch die Acetylgruppe abspalten. Bei 
154° zihe, dunkle Schmelze. 

Fir C,,H,,0,N,S,Cr (522,5) Ber. C 29,85 H 4,63 Cr 9,95 
Gef. ,, 29,59 ,, 4,68 » 9,89. 

Carnitin-methylester-reineckat (Ester aus Carnitinchlorid und 
methanolischer Salzsiiure durch 1-stiindiges Kochen) bildet aus warmem 
Wasser gliinzende Blittchen. Léslichkeiten aihnlich denen des Carnitin- 
reineckats, mit Ausnahme der gegen Alkalien, Da nunmehr die Carboxyl- 
gruppe verschlossen ist, lést es sich nicht mehr in basischen Liésungen auf. 
Bei 136° ziihe, violette Schmelze. 

Fiir C,.H,,0,N,8,Cr (494,5) Ber. C 29,06 H 4,89 Cr 10,52 
Gef. ,, 28,98 ,, 4,94 ,, 10,63. 

Carnitin-aithylester-reineckat (Ester aus Carnitinchlorid und 
iithanolischer Salzsiure durch 1 stiindiges Kochen) bildet aus warmem Wasser 
kleine, rechteckige, dickere Tafeln. Léslichkeiten etwa wie die des Methyl- 
esters. Bei 135° zihe, violette Schmelze. 

Fiir C,;H,,0,N,8,Cr (508,6) Ber. C 30,86 H5,15 Cr 10,23 
Gef. ,, 30,40 7 Dyo4 9 . 10,16. 

Betain-reineckat krystallisiert meist in flachen, langgestreckten 
Prismen. Léslichkeiten und Verhalten gegen Alkali etwa wie beim Carnitin, 
jedoch allgemein etwas léslicher. Bei 152° Sintern, bei 154° ziihe, dunkel- 
violette Schmelze. (Ammonium- und Natriumsalz des Betain-reineckats er- 
scheinen bei gleicher Darstellung wie beim Carnitin als Blittchen.) 

Fiir C,H,,0,N,8,Cr (436,5) Ber. C 24,75 H 4,12 Cr 11,92 
Gef. ,, 24,82 ,, 4,07 » saet. 

Betain-methylester-reineckat (dargestellt wie beim Carnitin) 
krystallisiert in kleinen, aus warmem Wasser in groBen, meist rhombischen 
Bkittchen. Léslichkeiten wie die des Carnitin-methylester-reineckats, Bei 
156° Sintern, bei 158° zihe, dunkle Schmelze. 

Fiir C,)H,,.O,N,S,Cr (450,5) Ber. C 2664 H 4,48 Cr 11,54 
Gef. ,, 26,66 9 4,39 » 11,68. 
Betain-ithylester-reineckat (dargestellt wie beim Carnitin) kommt 
aus warmem Wasser in derben, kleinen Tafeln heraus. Léslichkeiten wie 
beim Methylester. Bei 144° Sintern, bei 145° ziihe, dunkle Schmelze. 
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Ber. C 28,42 H 








Fiir C,,H,,O,N,S,Cr (464,5) 


4,07 
4,81 


Cr 11,19 


Gef. ,, 28,50 ,, 11,28. 


Léslichkeiten der Reineckate. Sie sind nicht unerheblich und 
miissen deshalb bei den Bestimmungen beachtet werden. Handelt es sich 
um die Abtrennung kleiner Mengen, so kénnen durch Fiillen aus gréBeren 
Fliissigkeitsmengen und durch Auswaschen mit Wasser merkbare Verluste 
eintreten. Uberschiissiges Ammonium-reineckat vermindert dagegen die 
Léslichkeit stark, bei Cholin z. B. bis auf weniger als 1/,, gegeniiber in 
reinem Wasser: Aus 200 eem bei 18° gesiittigter, wibriger Lésung, die 38 mg 
Reineckat bei Eindunsten als Riickstand hinterlieB, konnte durch Abkiihlen 
und iiberschiissiges Ammonium-reineckat 35 mg Cholin- reineckat ausgefillt 
werden. Bei gut ausgebildeten Cholin-reineckat-Krystallen ist bei schnellem 
Nachwaschen mit Wasser die Léslichkeit jedoch nicht so groB. Trotzdem 
muB man sie bei Verfahren wie dem von Beattie’) beriicksichtigen. 
Weiterhin ist zu beachten: Sind in der Lésung Stoffe vorhanden, die als 
Puffer wirken kénnen, so werden die Betaine nur bei stark saurer Reaktion 
vollstiindig gefillt. Sonst bilden sich teilweise schon die leicht léslichen 
Salze. Fehlen solche Puffer, so ist die Lésiichkeit in Wasser oder Salzsiure 
kaum verschieden. In der folgenden Tabelle ist die Léslichkeit des Carnitins, 
Betains und zum Vergleich des Cholins angegeben: Frisch gefiilltes Basen- 
reineckat, mit Wasser oder 10°/,iger Salzsiure auf 35° erwiirmt, bleibt 
24 Stunden bei 18° oder 5° aes Dann wird ein Teil der Mutterlaugen 
eingedunstet und der Riickstand gewogen. Die Léslichkeit ist in Prozent 














angegeben. 
Betain | Carnitin | Cholin 
5° [18°] 5° | 18°} 18° 
Wasser. . | 0,15 (0,28 0,06 0,1 0,02 
10°), HCl [0,17 0,2 |0,09 0,15] 0,03 


3. Trennung des Cholins vom Carnitin bzw. Betain und ihre 
Bestimmung. Eine Lisung der Chloride von Cholin und Carnitin in etwa 
der 500 fachen Menge Wasser wird bei Zimmertemperatur mit Ammoniak 
deutlich lackmusalkalisch gemacht und mit iiberschiissiger Ammonium- 
reineckatlésung versetzt. Diese darf nicht zu konzentriert sein, da sonst 
Carnitin-reineckat mit niedergerissen werden kann, das durch reichliches 
Auswaschen entfernt werden mu8. Nach etwa '/, stiindigem Stehen wird 
das in feinen, seidengliinzenden Krystallen ausgefallene Cholin-reineckat 
abfiltriert, mit wenig Wasser nachgewaschen, getrocknet und gewogen. Zu- 
weilen sind die Krystalle schlecht filtrierbar. Man saugt dann tiber wenig 
Kieselgur ab, wiischt nach, lést das Cholin-reineckat mit Aceton—Wasser 
heraus, verdunstet dieses und wiegt den Riickstand. Das Cholin-reineckat 
wird nun nach Kapfhammer®) mit Silbersulfat und Bariumchlorid um- 
gesetzt und biologisch als Acetyleholin gepriift. GréBere Mengen werden 
zur chemischen Identifizierung in das Goldsalz iibergefiihrt. (Bei lingerem 
Stehen in der ammoniakalischen Lésung und anschlieBendem Trocknen 
zersetzt sich das Reineckat zu einem gewissen Anteil, so dab dann Aceton- 
Wasser nicht mehr alles Reineckat lést. Dadurch fallen die biologischen 


Kontrollbestimmungen meist zu niedrig aus.) 
COXLY. 2 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 
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Das ammoniakalische Filtrat vom Cholin-reineckat wird mit Salzsiiure 
deutlich kongosauer gemacht und nach weiterer Zugabe von Ammonium. 
reineckatlésung 1 Stunde auf Eis gestellt. Das Carnitin-reineckat wird ab- 
gesaugt, mit wenig, kaltem, angesiiuertem Wasser nachgewaschen, getrocknet 
und gewogen. Nach Zerlegen wird ein Teil ebenfalls acetyliert und bio- 
logisch gepriift — wobei das reine Carnitin nur sehr schwach wirkt — und 
der Rest in das Goldsalz iibergefiihrt. 

In den Fiillen, in denen man das Reineckat nicht wiegt, wiischt man 
mit Ammonium-reineckatlésung statt Wasser nach und unterlaBt das Trocknen. 
So fallen die hierdurch bedingten Verluste weg. 

Da aus verdiinnter Lésung gefillt wird, muB zur vollstindigen Fallung 
viel Ammonium-reineckat, das miihevoll dargestellt werden mub, verwendet 
werden. Man kann das geléste jedoch zum gré8ten Teil wiedergewinnen, 
indem man die Mutterlauge mit Ammoniumchlorid versetzt'). —- Bei prii- 
parativen Darstellungen, wo wenig Cholin neben viel an Betainen vorhanden 
ist, kann man Reineckat einsparen, wenn man nach Abtrennen des Cholins 
nicht weiter fillt, sondern den in der ammoniakalischen Lisung miBigen 
UberschuB8 an Reineckesiiure durch Schiitteln mit frisch gefilltem Silberoxyd | 
niederschligt. Nach Ansiuern mit Salzsiiure werden dann im eingedampften | 
Filtrat die Betaine als Goldsalze gefiillt. 

Beispiel einer Trennung. Die Einwage wird auf 20 cem auf- 
gefiillt, 10°/, zur biologischen Priifung abgenommen, und wie oben mit 
20 cem zimmerwarm-gesittigter Ammonium-reineckatlésung gefillt. 








- (10°), ab ' Als Reineckat 
Jinwage abgenommen SRN” aS lap ESaRENS 
. sities Gefunden Berechnet 
34 mg Carnitinchlorid (biologischer gewogen 72,6 mg 74,3 mg 
Wert als Cholinchlorid ber. 256 7) biolog. 290 7 697 7 
26 mg Cholinchlorid gewogen 74,8 mg 70,7 mg 
(biologischer Wert 25,7 mg) biolog. 61,1 ,, 69,9 ,, 


In der angegebenen Weise lassen sich mit guter Genauigkeit noch 
wenige Prozent an Cholin von den Betainen abtrennen. Ebenso kann man 
kleinste Mengen an Betainen aus Cholin abtrennen. Die Reineckate der 
Betaine sind jedoch ziemlich léslich. Will man sie in solchen Fallen quanti- 
tatiy erfassen, so mu8 die Mutterlauge mit aufgearbeitet werden. 


Der Rockefeller Foundation danken wir fir Unterstiitzung. 
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Uber die Wirkung des Vitamin B-Komplexes 
auf die Muskelatmung bei experimenteller Beriberi’). 


Von 


P. E. Galvao und J. Pereira. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Instituto Biologico von S. Paulo, Brasilien.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1936.) 


Im Jahre 1932 berichtete einer von uns mit Cardoso’) 
iiber Versuche, die uns zur Uberzeugung gefiihrt hatten, daB die 
geringe Reduktionsfihigkeit der Muskeln von mit poliertem Reis 
ad libitum erniihrten Tauben auf eine partielle Inanition und 
nicht auf Avitaminose B zuriickzufiihren ist. Diese Uberzeugung 
stiitzte sich auf die Tatsache, daB die Reduktion von Methylenblau 
in den Muskeln sich normal verhilt, wenn die beriberikranken 
Tauben zwangsweise ernihrt werden. Auch den gesamten Sauer- 
stoff-verbrauch fanden wir dann normal. Letztere Beobachtung ver- 
anlaBte Abderhalden und Wertheimer’) Versuche auszufiihren, 
aus welchen der Schlu8 gezogen wurde, daf auch bei Ernihrung 
ad libitum die Verabreichung von Hefe den gesamten Sauerstofl- 
verbrauch solcher durch polierten Reis beriberikrank gewordenen 
Tauben steigert. Einer von uns*) konnte aber diese Ergebnisse 
nur bei Tauben bestiitigen, bei welchen im Kropfe Reis zuriick- 
blieb und unter dem EinfluB der eingefiihrten Vitamine mobilisiert 
werden konnte, was durch Verringerung bzw. das Verschwinden 
der partiellen Inanition jene Beobachtung von Abderhalden und 
Wertheimer vollauf erklart. 

Nun méchten wir tiber Versuche berichten, bei welchen ver- 
gleichsweise der Sauerstoff-verbrauch von isolierten Muskeln bei 
Tauben in Avitaminose B, bei mit Vitaminen geheilten und bei 
normalen Tiauben bestimmt wurde. Die Avitaminose B wurde 
durch Ernihrung ad libitum mit poliertem Reis hervorgerufen. 


*) Uber diese Ergebnisse wurde vor dem XV. Internationalen Physio- 
logenkongreB in Leningrad und Moskau (14. 7. 1935) kurz berichtet. 
9 * 









































20 P. E. Galvio und J. Pereira, 
Verwendet wurden nur die T'auben, welche deutlich ausgeprigte 
nervése Erscheinungen aufwiesen. Die Heilung wurde durch Ver- 
abfolgung von 0,1—0,3 g Osborne—Wakemanextrakt bewirkt, der 
schnell und vollstiindig alle Symptome zum Verschwinden brachte. 
Fiinf unter diesen Tauben wurden einem vorhergehenden Fasten 


unterzogen, ehe sie den Extrakt bekamen, damit sich der Kropf 


entleerte, ehe sie die Vitamine erhielten. Zum Vergleich wurden 
auch anderen Tauben, deren Krépfe betrachtliche Mengen Reis 
enthielten, die Vitamine per os verabreicht. Der Verbrauch an 
Sauerstoff wurde mittels der manometrischen Methode von War- 
burg bestimmt. 


Die Tiere wurden geképft. Der rechte Brustmuskel wurde freigelegt 
und die Schnitte mit freier Hand gemacht, so wie es von Warburg emp- 
fohlen wird. Dann wurden die Stiicke in die Trége des Apparats mit 
1 ecm Ringerlésung eingelegt. Wir befolgten in allen Einzelheiten die 
Technik von Warburg‘), wobei wir die von ihm 1924°) angegebenen 
Trége benutzten, in denen die Kohlensiiure durch mit 5°/,iger Kalilauge 
getriinktes Filterpapier adsorbiert wird, das auf den Endkegel der Capillar- 
rdhre des Manometers aufgelegt wurde. Das Gasvolumen wurde durch das 
Gewicht des Quecksilbers, das den Raum ausgefiillt hatte, bestimmt. Die 
Konstanten des Apparats, der 130 mal in der Minute geschiittelt wurde, 
sind nach Warburg berechnet worden. Der Thermostat wurde auf 40° 
gehalten. Zuerst wurde 15 Minuten gewartet, bis sich die ‘Temperatur aus- 
glich, dann Ablesungen jede 15 Minuten vorgenommen. Die Bestimmungen 
dauerten 1 oder 2 Stunden. Nach Beendigung der Versuche wurden die 
Gewebsstiicke schnell in destilliertem Wasser gewaschen und wihrend 
1 Stunde bei 100° getrocknet, dann auf einem austarierten Wigeglas das 
Gewicht bestimmt. 


Es wurden auf Trockengewicht berechnet ungefiihr 10 mg Gewebe der 
normalen und in der Regel etwas mehr der beriberikranken und der geheilten 
Tiere genommen. Wir haben den Verbrauch von O, (Kubikmillimeter pro Milli- 
gramm trockenes Gewebe) fiir je 15 Minuten berechnet und haben auf diese 
Weise die Daten fiir die Kurven erhalten. Wiederholte Kontrollversuche 
haben uns von der Zuverlissigkeit unserer Methode iiberzeugt. 


Ergebnisse. 


Die erhaltenen Resultate sind in 4 Tabellen zusammengefaBt, 
in welchen jede Linie den Sauerstoff-verbrauch des Brustmuskels 
einer Taube darstellt. Gruppenweise enthilt jede Tabelle, um 
Platz zu sparen und den Vergleich zu erleichtern, die Resultate 
bei normalen, bei an Beriberi erkrankten und bei geheilten 'auben. 

Ein Vergleich des Gesamtresultates l4Bt ohne weiteres er- 
kennen: 1. daB die Atmung des Brustmuskels der normalen Tauben 
konstant ist, 2. daB groBe Schwankungen der Atmungsintensitit 
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des Brustmuskels sowohl der beriberikranken wie auch der ge- 
heilten ‘'auben vorkommen. 

Aus Fig. 1 ersieht man, daB zwei Tauben, obwohl sie geheilt 
waren, sehr geringen * Sauerstoff-verbrauch im Brustmuskel auf- 
Es war dieser der geringste Grad von Gaswechsel in 
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Diese beiden Tauben waren vorher einem Fasten von nur 5 bis 
7 Stunden unterworfen worden. In derselben T'abelle sind auch 
die Resultate bei 2 Beriberitauben verzeichnet, die mit diesen 
vergleichbar sind. 

Aus Fig. 2 ergibt sich eine starke Verringerung der Muskel- 
atmung ndait nur bei den avitaminésen T'auben, sondern auch bei 
den nach 60stiindigem Fasten geheilten ‘lieren. 

Aus Fig. 3 ist zu ersehen, daB sowohl die geheilten wie die 
nicht geheilten Tauben messin Atmung aufweisen. Die geheilten 
hatten vorher 25 und 60 Stunden lang gefastet. Der Gewichts- 
verlust dieser Tauben war verhiiltnismiaibig gering, 36, 3 
und 41°/,. 












































99 +P. E.Galvao und J. Pereira, Wirkg. d. Vitamin B-Komplexes usw. 
Aus Fig. 4 tritt der Einflu8 der Ernahrung auf die Muskel- 
atmung deutlich hervor. Eine Taube hatte, ehe sie Vitamin auf- 
nahm, den Kropf voll Reis. Unter dem EinfluB des Vitamins leerte 
sich der Kropf in 13 Stunden fast vollstindig. Der Sauerstoff- 
verbrauch war erheblich. Eine andere Taube hatte nach Heilung 
durch Vitamin noch 8,5 g Reis im Kropfe. Bei dieser war der 
Sauerstofi-verbrauch in dem Brustmuskel ganz normal. 

Um festzustellen, ob diese Erscheinung nur vom Ernahrungs- 
zustand des Tieres oder von der Vitaminkur abhingig ist, stellten 
wir folgenden Versuch an: Einer beriberikranken Taube (mehr 
als 60°/, Gewichtsverlust), die wie die vorhergehenden ad libitum 
ernihrt worden war, fiihrten wir 10 g Reis in den Kropf hinein. 
Nach 18 Stunden wurde der Sauerstoff-verbrauch im Muskel be- 
stimmt, wobei er sich als ganz normal erwies, wie aus Tab, 4 zu 
ersehen ist. 





SchluBfolgerungen. 

1. Der Verbrauch an Sauerstoff im Muskel der normalen Taube 
ist sehr konstant (O,-Verbrauch per Stunde per Milligramm T'rocken- 
gewicht = 4,3—5,6 cmm). 

2. Sowohl bei Tauben mit typischer Avitaminose B, wie bei 
solchen, die mit Vitamin geheilt werden, ist der Sauerstoff-verbrauch 
im Muskel auBerordentlich verschieden. 

a) Vollkommen geheilte Tauben kénnen sehr geringe Muskel- 
atmung aufweisen, was die Hypothese ausschlieBt, daB die Heilung 
einem, durch Vitamin erzeugten, erhéhten Stoffwechsel im Muskel 
zuzuschreiben sei. 

b) Auch die Muskeln von beriberigeheilten Tauben kénnen 
eine normale Atmung aufweisen, wenn die Tiere geringen Verlust 
an Gewicht aufweisen oder den im Kropf aufgespeicherten Reis 
zu mobilisieren vermégen, was durch die Wirkung von Vitamin 
oder von aufgezwungener Nahrung an beriberikranken Tieren er- 
reichbar ist. 

3. Der heilende KinfluB des Vitamins ist unabhingig von 
irgendeinem direkten EinfluB auf den Muskelstoffwechsel. 


Schriftnachweis. 
1. P. E.Galvao u. D. M. Cardoso, Pfliigers Arch. 229, 442 (1932). Diese 
Abhandlung enthialt weitere Literaturangaben. 
2. E. Abderhalden u. E. Wertheimer, Pfliigers Arch. 230, 135 (1932). 
3. P. E. Galvio, Der Biochem. Z. zur Verdéffentlichung tibersandt. 
4. O. Warburg, Biochem. Z. 142, 317 (1923). 
5. O. Warburg, Biochem. Z. 162, 51 (1924). 
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Uber die Bindung 
zwischen Antigen und prazipitierendem Antikérper’). 
Von 
Felix Haurowitz. 


(Unter Mitarbeit von Franz Kraus und Ferdinand Marx). 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Oktober 1936.) 


Durch die Einfiihrung chemisch markierter Antigene’—®) ist 
die Reaktion zwischen Antigen und prizipitierendem Antikérper 
einer chemischen Untersuchung zugiinglich geworden. Solche 
Untersuchungen an einem As-haltigen Antigen ergaben, dab 
Antigen und Antikérper keineswegs eine Verbindung konstanter 
Zusammensetzung bilden; der Gehalt des Priazipitates an Antigen 
ist veriinderlich und zwar um so hoher, je mehr Antigen zu einer 
bestimmten Menge Immunserum zugesetzt worden war. — In 
neuen Versuchen haben wir uns bemiiht, die Reaktion zwischen 
Antigen und Antikérper unter méglichst einfachen und definierten 
Bedingungen ablaufen zu lassen. Wir haben zu diesem Zweck 
Antigene verschiedenen As-Gehaltes dargestellt und den Kinfluf 
dieses Faktors auf die Immunisierung und auf die Priizipitation 
untersucht. Um die Bindung von Antikérpern an andere (As-freie) 
Gruppen des Antigens auszuschalten, haben wir die mit As- 
Pferdeglobulin erhaltenen Immunsera mit As-Kaninchen- 
globulin quantitativ ausgewertet; unter diesen Bedingungen kann 
die Bindung zwischen Antigen und Antikérper nur durch die 
As-haltigen determinanten Gruppen des Antigens vermittelt 
werden. — Uber diese Versuche und die dabei beobachteten 
GesetzmiBigkeiten wird in den folgenden Abschnitten berichtet. 


1. Darstellung von Antigen verschiedenen Gehaltes an As-haltigen 
determinanten Gruppen. Als Antigen dienten As-haltige Globuline, 
die nach Landsteiner’) aus Serumglobulin durch Kuppeln mit 


*) Uber einen Teil der Ergebnisse wurde am internationalen Mikro- 
biologenkongre8 in London am 27. VII. 1936 berichtet. 
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diazotiertem Atoxyl gewonnen wurden (Versuch § 1). Wir be- 
zeichnen diese Phenyl-arsinsiiure-azoglobuline im folgenden kurz 
als As-Globuline. Durch Anwendung verschiedener Mengen 
diazotierten Atoxyl wurden As-Globuline mit 1—104 determinanten 
As-haltigen Gruppen im Molekiil dargestellt. Jede dieser Gruppen 
enthilt 2 As-Atome. 

Bei Berechnung dieser Zahlen nehmen wir das Molekulargewicht des 
Serumglobulins nach Svedberg’) zu rund 100000 an und das Aquivalent- 
gewicht des gekuppelten Azorestes —N--N—C,H,—AsO,H, zu 229. Unsere 
As-reichsten Antigene enthielten 10,6°/, As, entsprechend 208 Azogruppen. 
Nach Pauly®) bindet jedoch jeder Tyrosin- und Histidinrest des Proteins 
je 2 Azogruppen. Die Zahl der determinanten Gruppen im Antigenmolekii! 
ist daher gleich der halben Zahl der As-haltigen Azogruppen, das ist 104. — 
Bei den Antigenen hohen As-Gehaltes gilt diese Berechnung nur anniihernd; 
denn wir finden in Ubereinstimmung mit Hooker und Boyd"), daB hier 
mehr Azogruppen gebunden wurden als dem Gehalt des Serumglobulins an 
Tyrosin und Histidin entspricht. Fiir die vorliegende Untersuchung ist dies 
zuniichst von geringer Bedeutung. 

2. Anwesenheit mehrerer prazipitierender Antikorper im Immun- 
serum als Ursache der veranderlichen Zusammensetzung des Priazi- 
pitates. Ber Immunisierung von Kaninchen mit As-Pferdeglobulin 
entstehen mindestens 3 Gruppen von prdziprtrerenden Antikorpern: 
1. Antikérper gegen die As-haltige determinante Gruppe des in- 
jizierten Antigens, 2. Antikérper gegen dessen artspezifische 
»Pferde“-Gruppen und 3. Antikirper gegen ,,As-Pferde“-Gruppen, 
welche sich weder im As-Kaninchenglobulin, noch auch im remen 
Pferdeglobulin finden. Die Antikérper der 1. Gruppe lassen sich 
durch das heterologe As-Kaninchenglobulin fallen, die Antikérper 
der 2. Gruppe durch natives (As-freies) Pferdeglobulin; beide 
Fallungen verlaufen unabhingig voneinander und liefern in jeder 
Reihenfolge das gleiche Ergebnis; durch das zur Immunisierung 
verwendete homologe As-Pferdeglobulin werden alle 3 Gruppen 
von Antikérpern prizipitiert (Versuch § 5). 

So gaben 10 cem Immunserum mit der maximal fillenden Menge As- 
Kaninchenglobulin 17—18 mg Prazipitat, mit Pferdeglobulin 8 mg Priizipitat, 
unabhingig von der Reihenfolge dieser beiden Fallungen. Nach Erschépfung 
des Immunserums mit diesen beiden Antigenen gab das homologe As-Pferde- 
globulin noch 17 mg Priizipitat. 

Versetzt man das Immunserum direkt mit dem homologen 
As-Pferdeglobulin, so fallen alle 3 Arten von Antikérpern aus, denn 
die iiberstehende Fliissigkeit prizipitiert weder As-Kaninchenglobulin, 
noch auch Pferdeglobulin. Fiihrt man den Zusatz des homologen 
Antigens zum Immunserum fraktioniert durch, so fallen zunichst 
As-arme, spiiter As-reiche Prizipitate aus (Tab. I und Versuch § 7). 

















Uber die Bindung zwischen Antigen und prizipitierendem Antikérper. 































































ir be- Tabelle I. 
. kurz Prizipitation von 5 cem Immunserum mit je 1,5 mg des homologen As-Pferde- 
engen globulins (1,1°/, As), insgesamt 9 mg As-Pferdeglobulin. 
a Gewicht | As-Gehalt | Antigen-Gehalt 
Prizipitat ewicht s-Gehalt ntigen-Gehalt 
= Nummer ene mg ug mg (°/,) 
ht des 1 hellgelb 8,52 9,3 0,84 (10) 
valent- 2 gelb 6,37 8,5 0,77 (12) 
Unsere 3 rétlichgelb 8,39 8,5 0,77 (23) 
uppen. 4 gelbrot 1,70 4,2 0,38 (22) 
roteins 5 gelbrot 0,19 1 ? 
; wake ? 
olekiil 6 braunrot Spur ¢ 
io, — dusammen . ...... . 20,2 | 31 | 28 (14) 
hernd: , — P . 
B hier Die Zusammensetzung des Prizipitates andert sich offenbar, 
ins an weil anfangs alle 3 Arten von Antikérpern an das Antigen ge- 
t dies bunden werden, wiihrend spater — wenn das Serum an 1 oder 
z ea P r . . 
2 Arten von Antikérpern verarmt — der Gehalt des Prizipitates 
mun- 


an Antikérpern abnimmt. 





W9 Bezeichnet man das As-haltige Antigen mit dem Symbol A, die 3 Arten 
ulin ae ee ae 

_ yon Antikérpern mit a, b und c und die ihnen entsprechenden determinanten 
hake _ Gruppen des Antigens mit I, If und III, so bestehen die zuerst ausfallenden 
S 1n- _ Priizipitate aus Verbindungen vom Typus 1, wihrend spiter Prizipitate vom 
ische Typus 2 und 8 ausfallen. Dabei ist vereinfachend angenommen, daf tat- 
open, sichlich nur 3 Arten von Antikérpern vorhanden sind. Dies ist jedoch nur 
7 eine Mindestzahl. 
pe —— —_ — 
sich A<1— b ACTI——b A nel 
irper IiI——-c Ill II 
eide Typus 1 Typus 2 Typus 3 
jeder Durch das Hapten Phenyl-arsinsiiure-azo-resorcin lieB sich die 
rung Fallung des As-Pferdeglobulins durch sein homologes Immunserum 


ppen nicht hemmen. Dies spricht ebenfalls dafiir, daf{ Antikérper des 
Immunserums auch an As-freie artspezifische Gruppen des Antigens 


 As- sebunden werden. Denn die Fallung von As-Kaninchenglobulin 
om durch das gleiche _Immunserum wurde durch das gleiche Hapten 


verhindert (Versuch § 6); hier kénnen Antikérper naturgemiS nur 


oni an die As-haltigen Gruppen des Antigens gebunden werden. 

gen Die Prdzipitation von As-Pferdeglobulin durch das homologe 
lenn Immunserum ist auf Grund dieser Versuche eine komplizerte 
alin, Reaktion zwischen einem Antigen und mindestens drev verschiedenen 
gen Antikérpern, die an verschiedenartige Gruppen des Antigens ge- 
chst bunden werden. Sie ist daher zu niheren Untersuchungen iiber 


§ 7). das Wesen der Priizipitinreaktion schlecht geeignet. 
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3. Konstante Zusammensetzung des Prazipitates bei Verwendung 
heterologer As-Globuline. Aquivalentgewicht der Antikérper. — Fiihrt 
man die in Tab. I beschriebene fraktionierte Fillung des Immun- 
serums mit As-Kaninchenglobulin an Stelle von As-Pferdeglobulin 
durch, so erhailt man Priizipitate annihernd konstanter Zusammen- 
setzung. Wegen der Wichtigkeit dieses Versuches haben wir ihn 
mit Antigenen verschiedenen As-Gehaltes wiederholt und bestitigt 
(Versuch §8 und Tab. II). 

Lediglich das As-reichste Antigen Nr. 1 (Tab. II) gab Priizipitate ver- 


schiedenen As-Gehaltes. Dies liegt vermutlich daran, daB hier neben Tyrosin- 
und Histidin-azo-resten noch andere Azoreste enthalten sind (vgl. oben Ab 


schnitt 1). 
Tabelle II. 


Fraktionierte Fillung von je 10 ccm Jmmunserum durch 8,04 mg As 

Kaninchenglobulin verschiedenen As-Gehaltes. (Die Zahlen der Tabelle geben 

das Gewicht der Prizipitate in mg an, die in Klammer gesetzten Zahlen 
den Gehalt des Prizipitates an Antigen in Prozenten.) 





































Priizi- Testantigen (As-Kaninchenglobulin} 
te ; Anti en| _ > is ha a: ai aaa ~ yaey 
pitat ate. 4 2 4 | D Ze 
Nr om 1%, As . 106! 8,9 2,8 | 1,5 10 | 0, 
sili det.Gr. 104 | 81 20 | 10 J 
la OS “eau 7,25 (3,0) | 2,95 (7,1) ead as a 7 
ie 2 De 5 (8 Z Spuw 
ib o1 ff 1%? © | 612 (41) | 8,87 6,8) |f 2? © ee 
2a ol Tl ows 5,22 (3,6) | 4,45 (6,3) lo geg 9) 9.46 ) 
2b 01 |f %26 ©) | 4'81 (3.5) | 3,08 (6,8) |f 4°94 2 | 246) | 
3 0,2 0,93 (5) 1,62 (3,4) | 5,08 (7,8) | 3,68 (8) 1,50 
4 0,2 Spur Spur 2,45 (6) 2,60 (10) 0,78 
5 0,2 0 | 0 1,01 Spur 0,84 
6 0,2 — Spur | 0 Spur 
Zusammen : | | 
mg Fillung.... 17,5 22,0 22,8 16,2 6,8 | Spur 
ee rrr 52 72 40 23 9 | Spu 
‘|, Antigen.... 2,7 3,6 6,4 9,3 184 | ? 
Aq.-Gew. d. AKp. 51000 46000 80000 102000 (95000) ? 
AkKp./Antigen . . 53 37 16 10 ym 









Da der As-Gehalt unserer Testantigene bekannt ist, laBt sich 
aus Tab. II leicht berechnen, wie groB die Antikérper-Teilchen 
sind, die an je eine determinante Gruppe der verschiedenen 
Antigene gebunden werden. Diese Rechnung fiihrt zu dem be- 
merkenswerten Ergebnis, da8 bei den As-armen Testantigenen 
(Nr. 5 und 6) jede determinante Gruppe des Antigens 1 Teilchen 
vom Aquivalentgewicht ~ 100000 bindet. Dies ist das von Sved- 
berg’) bestimmte Molekulargewicht des Serumglobulins. Da nun 
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bekannt ist”), daB das Prazipitat gréBten Teils aus den Globu- 
linen des Immunserums besteht, bedeutet dies, daB bei der Priizi- 
pitinreaktion an jede determinante Gruppe des Antigens 1 Molekiil 
Serumglobulin gebunden wurde. 

Testantigen Nr. 6 (Tab. II) mit sieben determinanten Gruppen bindet 
7 Molekiile Serumglobulin, Testantigen Nr. 5 mit zehn determinanten Gruppen 
bindet 10 Molekiile. Die As-reicheren Antigene Nr. 4, 2 und 1, welche 20, 
81 und 104 determinante Gruppen im Molekiil besitzen, binden nur 16, 37 
und &3 Globulinmolekiile. Dies ist gut verstindlich, da bei steigender Anzahl 
determinanter Gruppen infolge riumlicher Behinderung wohl nur ein Teil 
dieser Gruppen durch Globulinmolekiile besetzt werden kann. 

Ks scheint uns besonders wichtig, daB die As-armen Antigene, 
bei denen keine riumliche Behinderung zu erwarten ist, an jede 
determinante Gruppe gerade 1 Molekiil Serumglobulin binden, 
niemals gréBere Teilchen. Dies stiitzt sehr die von Breinl und 


Haurowitz°) vertretene Anschauung, nach welcher die Antikérper 


— Serumglobuline sind, die unter dem Einflu8 des injizierten Antigens 
} an Stelle der normalen Serumglobuline entstehen. Wiirde man 
das im Prizipitat nachgewiesene EiweiB als unspezifische Bei- 
' mengung des wahren Antikérpers ansehen, so wire es unverstind- 
| lich, weshalb an jede determinante Gruppe des Antigens gerade 


1 Serumglobulin-Molekiil gebunden wird. 


4. Mindestzahl determinanter Gruppen als Bedingung fiir die 
Bildung sichtbarer Prizipitate. —- Nach ‘T'ab. I] werden nur jene 
Antigene stark prizipitiert, welche mindestens zehn determinante 
Gruppen im Molekiil besitzen. Zum gleichen Ergebnis fiihrt die 
iibliche serologische Auswertung (Versuch § 9 und Tab. IID. — 


Tabelle III. 
Priizipitation von As-Kaninchenglobulin verschiedenen As-Gehaltes durch 
Immunsera gegen As-Pferdeglobuline. Die Tabelle gibt nur die Intensitit 
der Fillung bei optimaler Antigenverdiinnung an. 








Injiziertes Antigen: Testantigen: As-Kaninchenglobulin 
As-Pferdeglobulin Sar SERRE SERED RAS 


——/Nr.../ 1/2 |8 /4/5/)6]|17 





: | 8 
Nr. o/. Ag | determ. Grp.|%/, As. . | 10,6) 8,9 4,6 28 1,5, 1,0) 0,3) 0 
Ks in Molekiil | det. Gr. | 104 | 81 | 35 | 20 10) 7) 2 | 0 
A} 20 | 14 ss} s | 8s _ - 
Bi 14 | 10 s | +) + 8 -- 
C 0,84 | 5 + +t +4) +) —|- 
D| 0,46 3 +i ++ ++ +) 8 | — 
K 0,24 1,5 8 + | = 
F | 0,13 (0,8) af oe | eT oe ] a 
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Sichtbare Prézvpitation tritt nur ean, wenn jedes Antigen-Molekii| 
10 Molekiile Serumglobulin (Antikérper) vom Molekulargewicht 100000 
bindet, wenn also Antigen-Antikérper-Komplexe entstehen, deren 
TeilchengriBe das Aquivalentgewicht 1 100000 tiberschreitet. Kleinere 
Komplexe bleiben offenbar in Lésung. 


Fiihrt man denselben Versuch mit homologem As-Pferdeglobulin an 
Stelle des heterologen As-Kaninchenglobulins durch, so findet man auch 
bei weniger als 10 As-haltigen Gruppen im Molekiil Prizipitation. Offenbar 
beruht dies darauf, da’ auch die As-freien artspezifischen Gruppen des 
Antigens Antikérper binden (vgl. oben Abschnitt 2). Von der Wiedergabe 
dieser Versuche sehen wir ab, da vor uns bereits Hooker und Boyd") 
ihnliche Versuche mit As-Casein durchgefiihrt haben; sie fanden dort Priizi- 
pitation bei mindestens 13 As-Atomen im Caseinmolekiil. 


Bei unseren Versuchen muBte an die Méglichkeit gedacht werden, dab 
die Fiallbarkeit der As-reichen Antigene auf ihren sauren Eigenschaften 
beruht (vgl. Versuch §1 und Tab. VII). Um diesen Faktor auszuschalten, 
haben wir in As-Pferdeglobuline durch Kuppeln mit diazotierter Anthranil- 
siure saure COOH-Gruppen bis zur Siittigung eingefiihrt. Dies éinderte 
jedoch nichts an dem friiher gewonnenen Ergebnis. Es wurden wiederum 
nur jene Antigene prizipitiert, welche mehr als zehn determinante As-Gruppen 
im Molekil enthielten (Tab. IV und Versuch § 10). 


Tabelle IV. 
Prizipitation von Azo-Pferdeglobulinen steigenden Gehaltes an Pheny!- 
carbonsiiuregruppen und fallenden Gehaltes an Phenylarsinsiuregruppen 
durch ein Immunserum gegen As-Pferdeglobulin. 





Determ. Gruppen Verdiinnung des Azoglobulins 


As-haltig (-COOM),| 1:300 1000 | 3000 | 10000 | 30000 | 100000 


+++) ++ 





48 0 s + 

36 ~ 12 -- s +e] ++ + 

25 ~ 23 _ 8 tet | ++ | + 

19 ~ 29 - s +++) ++ | + 

11 ~ 37 — 8 4. 4 eo 

6 ~ 42 — | g 8 _ | - 
4 ~ 44 _ | - — ; — | - 
1 ~ AT —- | zz | 


5. Einflu8 von NaCl auf die Prazipitation. — Die Priizipitation 
von As-Kaninchenglobulin durch ein Immunserum gegen As-Pferde- 
globulin wird bei Zusatz von 2°/, NaCl wesentlich abgeschwicht 
und durch Zusatz von mehr als 4°/, NaCl vollkommen verhindert. 
Dies ist gut verstiindlich, wenn man auf Grund der oben be- 
richteten Versuche annimmt, dab bei der Prizipitation jedes 
Antigen-Teilchen von mehreren Antikérper-Teilchen umgeben wird. 
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Der Antigen-Antikérper-Komplex muB sich dann nach aupen hin 

wie ein grofes Globulinterlchen verhalten und lést sich nur in 
Neutralsalzen héherer Konzentration (Versuch §13). Es ist aber 
auch an die Méglichkeit zu denken, daB durch NaCl die Bindung 
des Antikérpers an das Antigen verhindert wird. 


Mudd'*) und Eagle'’) haben durch Uberfiihrungsversuche nach- 
vewiesen, daB sich der Antigen-Antikérper-Komplex wie ein groBes Globulin- 
teilchen verhilt und bereits vor uns geschlossen, daB die Oberfliiche dieses 
Komplexes aus Antikérper (Globulin) bestehen mu8. — Der hemmende Ein- 
flu8 von Neutralsalzen auf die Prizipitation ist bereits von Streng™), von 
Landsteiner) und anderen Forschern nachgewiesen worden. In all 
diesen Versuchen war jedoch die GréBe der Antigen-Antikérper-Komplexe 
unbekannt: daher schien uns eine Wiederholung an unserem quantitativ 
untersuchten Material notwendig. 


6. Immunisierung mit Antigenen verschiedenen As-Gehaltes. — 
Die Mindestzahl von zehn determinanten Gruppen im Antigen- 


_molekiil ist nur zur Prizipitation erforderlich, nicht zur Immuni- 
sierung. Tab. III (Vers. E) zeigt, daB zur Bildung von Antikérpern 


gegen die As-haltige determinante Gruppe eine einzige As-Gruppe vm 


_ Antigenmolekiil geniigt. Immunisiert man mit Antigenen hdheren 
As-Gehaltes (1—2°/, As), so erhilt man stirker prizipitierende 


Sera, dariiber hinaus jedoch wieder schwach oder kaum prizi- 
pitierende Sera (‘T'ab.1I]). Die mangelhafte Bildung von Antikérpern 
bei Anwendung As-reicher Antigene (mehr als 3°/, As) haben auch 
Landsteiner und Lampl?®) bei ihren ersten Versuchen beob- 
achtet. Sie beruht wahrscheinlich auf geringer Speicherung dieser 
Antigene im Reticulo-Endothel. Wir fanden im Knochenmark der 
mit As-reichem Antigen behandelten Tiere weniger As als im 
Mark jener Tiere, die Antigene mittleren As-Gehaltes bekommen 
hatten. Vermutlich werden die As-reichen Antigene als stark 
saure Kolloide an basischen unspezifischen Stellen des Organismus 
abgefangen, bevor sie an den Ort der Antikérper-Bildung gelangen, 
an das Reticulo-Endothel (Versuch § 4). 


7. Spezifitit der Antikérper. — T'ab. I] und III zeigen, dab 


jedes unserer Immunsera Antigene verschiedenen As-Gehaltes 


priizipitiert, sofern sie mindestens 10 determinante Gruppen im 
Molekiil enthalten. Erschépft man eines dieser Immunsera mit 
As-armen Antigenen, so fillt es nicht mehr As-reiche Antigene. 
Ebensowenig fillt das Serum As-arme Antigene, wenn man es 
mit As-reichen Antigenen erschépft hat (Versuch § 8). Dies zeigt, 
daB die Spezifitiit der Antikérper nicht gegen das ganze Antigen- 
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molekiil gerichtet ist, sondern gegen dessen determinante Gruppen. 
Es gibt keine besonderen Antikérper gegen As-reiche und As-arme 
Antigene, 


Die Spezifitiit des Antikérpers richtet sich vermutlich gegen die deter- 
minante Gruppe des Antigens und deren nihere Umgebung. Die Grite 
dieses determinanten Oberflichenbexirkes des Antigens laBt sich aus den Zahlen 
der Tab. II annihernd abschiitzen. Nimmt man fiir das Globulinmolekiil des 
Antigens in erster Naiherung Kugelgestalt und einen Durchmesser von 4 mu 
an, so ergibt dies eine Oberfliche von rund 50 mu*. Bei Bindung der 
Héchstzahl von etwa 50 Antikérper-Teilchen entfillt auf jeden bindenden 
Oberflichen-Bezirk des Antigenmolekiils eine Fliche von rund 1 mu®. Diese 
Zahl ist um einen gewissen Betrag zu erhéhen, da die Gestalt des Globulin- 
Molekiils von der Kugelgestalt abweicht*), seine Oberfliiche daher gréBer ist. 
Aus den bekannten Dimensionen der organischen Atomgruppen ergibt sich, 
daB auf einer Fliche von 1 my’ im allgemeinen nur 1—2 determinante 
Gruppen untergebracht werden kénnen, in Ausnahmsfiillen, bei besonders 
kleinen determinanten Gruppen, vielleicht 3—4 Gruppen. 


8. p,,-Optimum der Prazipitation. — Tab. V zeigt, daB As- 
Kaninchenglobulin am stdrksten ber p,, 8—9 prdzipitiert wird, un- 
verindertes Pferdeglobulin bei p, 7—9. 


Tabelle V. 
Prizipitation von As-Kaninchenglobulin und von Pferdeglobulin 
durch ein Immunserum gegen As-Pferdeglobulin (1,6°/, As). 





Puffer} Citrat Veronal Glykokoll 
Antigenlésung . on . 
Puo={5)| 6 ( 8 | 9 9 | 10 
As -Kaninchenglobulin | | | | 
1: 5300 (8,9°/, As). . -f-| 8 + | + | ++ sts a ti a 
Pferdeglobulin 1:1100 . . . | +/+4+) +++) +++) +++] +++) + 











Daraus geht hervor, daf die Gesamtladung des Antigens und des 
Antikérpers fiir die Prazipitation ohne wesentliche Bedeutung ist, 
denn bei p,, 8—9 sind beide Komponenten zweifellos negativ ge- 
laden. Das Ergebnis der Tab. V wird verstiindlich, wenn man 
annimmt, daB die Bindung zwischen Antigen und Antikérper nur 
durch oberfliichlich gelegene Gruppen der beiden Teilchen (Exo- 
gruppen) zustande kommt und dab bei p,, 8—9 deren Ladungen 
einander entgegengesetzt sind. Die bindenden Gruppen des Antigens 
sind bekannt; es sind die negativen Arsinsiuregruppen. Die 
bindenden Gruppen des Antikérpers sollten nach der von Brein! 
und Haurewitz5) entwickelten Anschauung den determinanten 
Gruppen des Antigens riiumlich angepaBt sein und kénnten eine 
ihnen entgegengesetzte Ladung tragen; man hat vor allem an die 
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positiven Amino- und Guanidogruppen des Antikérper-Proteins zu 


denken. Diese Gruppen sind bei p,, 8—9 noch positiv geladen 
und werden bei p,, > 9 allmahlich entladen, withrend die Arsin- 
siuregruppen bei p,, < 7 ihre doppelte negative Ladung verlieren. 
Das nachgewiesene p,-Optimum 8—9 ist also mit der Annahme 
vereinbar, daB die Bindung zwischen Antigen und Antikérper 
durch salzartige Briicken der Formel 


~~... “eR 
sila 
\O- . . . +H,N 


vermittelt wird. Es ist aber auch an die Méglichkeit zu denken, 
daB an Stelle der positiv geladenen basischen Gruppen ungeladene 
aber stark polarisierbare Gruppen des Antikérpers an die negativen 
Gruppen des Antigens gebunden werden, vor allem die phenolischen 
QH-Gruppen des Tyrosins. Sie werden bei p,, > 9 allmihlich 
negativ aufgeladen und kénnten dann nicht mehr an die negativen 
Arsinsiiure-Gruppen gebunden werden. 


9. Entbehrlichkeit der Lipoide. -- Hartley'’) hatte in sorg- 
filtigen Versuchen ‘festgestellt, daB Antitoxine, Agglutinine und 
Lysine nach Behandlung mit Ather—Alkohol wirksam bleiben, daB 
aber Priizipitine unwirksam werden. Daher muBte an die Méglich- 
keit gedacht werden, daB Lipoide fiir die Prizipitinreaktion 
wesentlich sind. Wir haben deshalb ein Immunserum und eine 
Antigenlésung durch vorsichtige Behandlung mit Ather—Alkohol 
bei etwa — 100° (Kiihlung mit flissiger Luft) von Lipoiden be- 
freit und ausgewertet. Die Prizipitinreaktion blieb in unverminderter 
Stirke erhalten. Daraus geht hervor, dab Lipoide fiir die Prazi- 
pitation des As-haltigen Antigens unwesentlich sind (Tab. VI und 
Versuch § 11). 

Tabelle VL. 
Prizipitation von entfettetem As-Pferdeglobulin durch das homologe Immun- 
serum vor und nach dessen Behandlung mit Ather—Alkohol. 
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10. Isomerie der Antigene und Multiplizitat der Antikorper. Die 
Krgebnisse der vorliegenden Abhandlung wurden an Antigenen 
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definierten As-Gehaltes gewonnen und es wurde bisher von der 
Voraussetzung ausgegangen, daf jedes dieser Antigene vollkommen 
einheitlich sei. Dies trifft nicht vollkommen zu. Es _ bestehen 
feine Unterschiede, die wohl auf verschiedene Lage der As-haltigen 
Gruppen im EiweiSmolekiil zuriickzufiihren sind. 


Da jedes unserer As-Globuline aus Antigenen annihernd gleichen 
As-Gehaltes besteht, geht aus der geringen Breite des Fallungsoptimums 
hervor. Wéiren die As-Globuline durch As-Globuline héheren oder ge- 
ringeren As-Gehaltes verunreinigt, so miiBten sie bei Zusatz von Puffer. 
lésungen in einem breiten p,-Bereich unléslich ausfallen. Dies trifft bei 
den in § 1 des Versuchsteiles beschriebenen Bestimmungen nicht zu. — 

Die Uneinheitlichkeit der Antigene geht aus einer niiheren Analyse 
der Tab. II hervor. Tab. II zeigt niimlich, daB von dem zuerst zugesetzten 
Antigen nur ein Teil gefillt wird. Ein anderer Teil bleibt gelést, trotzdem 
Antikérper im Uberschu8 vorhanden und die Antigen—-Antikérperverbindung 
unléslich ist. Dies zwingt zur Annahme von mindestens 2 As-Globulinen, 
einem durch As-Antikérper fillbaren nnd einem nicht fillbaren As-Globulin. 
Vermutlich kommt es bei der Bindung zwischen Antigen und Antikérper 
auch auf die Umgebung der determinanten Gruppen des Antigens an (vg. 
hierzu Abschnitt 7). Es werden wohl nur jene As-Kaninchenglobuline priizi- 
pitiert, deren determinante Gruppen iihnliche Nachbargruppen besitzen wie 
die determinanten Gruppen des zur Immunisierung verwendeten As-Pferde- 
globulins. 

Auch die auf die As-Gruppen eingestellten Antikérper sind nicht voll- 
kommen einheitlich. Wire dies der Fall, so miiBte bei Zusatz gleicher 
Antigenmengen stets die gleiche Menge Priizipitat ausfallen, bis das Immun. 
serum erschépft ist. Tab. II zeigt jedoch, daB die Menge des Priizipitates 
von Fillung zu Fillung abnimmt. Vermutlich bestehen auch zwischen den 
Antikérper-Molekiilen feine Unterschiede. Eine Bindung an das Antigen 
wird nur erfolgen, wenn die bindenden Oberflichenbezirke des Antikérpers 
jenen des Antigens weitgehend angepaft sind. Anfangs besteht ein Vorrat 
an ,,passenden“ Antikérpern; daher fallen auf den ersten Zusatz von Antigen 
die gréBten Mengen Priizipitat aus. Allmihlich verarmt jedoch das Serum 
an passenden Antikérpern; daher nimmt die Menge des Prizipitates all- 
mihlich ab. Im iibrigen sei darauf hingewiesen, da8 vor uns schon Land- 
steiner und van der Scheer”) bei Immunisierung mit Azoproteinen das 
Auftreten multipler Antikérper nachgewiesen haben. 


11. Bemerkungen iiber die Lage der determinanten Gruppen 
im Molekiil. Untersuchungen iiber die unspezifische gegenseitige 
Flockung positiver und negativer Proteine?*) haben uns zu der 
Auffassung gefiihrt, daB die Flockung durch salzartige Briicken 
zwischen oberflichlich gelegenen positiven und negativen Gruppen 
benachbarter EiweiBmolekiile zustande kommt. Wir haben diese 
Gruppen als Exogruppen bezeichnet und von den fiir die Flockung 
belanglosen Endogruppen der Proteinmoiekiile untérschieden. — Die 
gleichen Uberlegungen, die uns zu dieser Auffassung gefiihrt haben, 














yon der 


commen 
estehen 
altigen 


gleichen 
ptimums 
der ge- 
- Puffer- 
rifft be; 
u— 
Analyse 
esetzten 
rotzdem 
bindung 
bulinen, 
lobulin. 
tikdrper 
an (vegl. 
e@ priizi- 
zen Wie 
-Pferde- 


ht voll- 
rleicher 
[mmun- 
ipitates 
1en den 
Antigen 
kOrpers 
Vorrat 
\ntigen 
Serum 
tes all- 
Land- 
en das 


ruppen 
eitige 
u der 
iicken 


uppen 
diese 


ckung | 


— Die 


aben, 








Uber die Bindung zwischen Antigen und prizipitierendem Antikérper. 83 


gelten auch fiir die serologische Prizipitation. Wir nehmen da- 
her an, dab nur Hxogruppen des Antigenmolekiils die prazipitie- 
renden Antikérper-Molekiile binden kénnen. Die vielleicht selbst- 
verstiindlich erscheinende Annahme, daB nur Exogruppen determinant 
wirken, schlagt eine Briicke zu dem Agglutinationsvorgang, bei 
dem kein Zweifel dariiber besteht, da& nur an der Zelloberfliiche 
celegene Antigene wirksam sind; durch unsere Annahme wird 
ferner manches immunochemische Paradoxon verstiindlich. 

So wird Thyreoglobulin nach Snapper und Griinbaum”‘) 
durch Immunsera gegen JodeiweiB nicht prizipitiert, ebensowenig 
Jodeiweif durch Immunsera gegen Thyreoglobulin, trotzdem beide 
Dijod-tyrosin-gruppen enthalten. Wir nehmen an, daf diese Gruppen 
nur im JodeiweiB oberfliichlich gelegen sind und determinant wirken 
kinnen. Im Thyreoglobulin diirften sie im Inneren des Molekiils 
gelegen sein, denn Thyreoglobulin ist am isoelektrischen Punkt 
léslich, hat also keine negativen Exogruppen”’). Seine determinanten 
Gruppen sind danach jodfrei. 


12. Die Bindung zwischen Antigen und Antikorper. Die um- 
fassenden Versuche Landsteiners’) haben ergeben, daB vor allem 
ionisierte und polare Gruppen des Antigens determinant wirken. 
Ks liegt daher nahe anzunehmen, daf diese Gruppen des Antigens 
durch elektrostatische oder induzierende Krifte entgegengesetzt 
geladene oder polarisierbare Gruppen des Antikérper-Globulins 
anziehen und binden. Solche Gruppen finden sich aber auch in 
anderen Globulinen; wenn diese nicht gebunden werden, so mub 
die spezifische Bindung der Antikérper-Globuline eine besondere 
Ursache haben. Wir sehen diese in der raumlichen Anpassung 
des Antikérper-Globulins an die determinante Gruppe des Antigens, 
der von Breinl nnd Haurowitz* *) vertretenen Anschauung 
entsprechend. Durch ihre réumliche Anpassung kinnen grofe Ober- 


fliichenbezirke des Antikérper-Globulins den determinanten Ober- 
flichenbezirken des Antigens weitgehend gendhert werden. Dies ist 
fiir die gegenseitige Bindung von grépter Bedeutung, denn elektro- 


statische und induzierende Kriifte sind nur auf kleine Entfernungen 
wirksam. Nur in unmittelbarer Nihe ist ihre Wirkung so grof, 
daB die Warmebewegungen der Teilchen iiberwunden werden und 
Antigen und Antikérper aneinander haften bleiben. 


Die Kraft der elektrostatischen Anziehung nimmt mit dem Quadrate, 
die Polarisation mit der 5. Potenz der Entfernung ab. Ihre Wirkung er- 
streckt sich daher vor allem auf die kleinen beweglichen Ionen geldéster 
Neutralsalze und auf die Wasserdipole (Hydratation), nicht auf die groBen 
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Teilchen unspezifischer Globuline, die wegen ihrer GréSe nicht geniigend 
nahe kommen kénnen. 


Versuchsteil. 


§ 1. Darstellung und Eigenschaften von Antigenen verschiedenen 
Arsengehaltes. Pferdeserum wurde mit Ammonsulfat halb gesiittigt, das 
ausfallende Globulin in Wasser gelést, nochmals gefillt und durch Dialyse 
vom gréBten Teil des Salzes befreit. —- Eine 5°/,ige Lisung des Globulins 
wurde bei 0° mit 1,5 Vol. n-Sodalésung vermischt. Je 62,5 ccm dieser Globulin- 
lésung wurden mit fallenden Mengen Diazolésung gekuppelt und zwar die 
1. Probe mit 20 ccm Diazolésung, jede weitere Probe mit der halben Menge 
der vorhergehenden Probe, also mit 10 cem, 5 cem und so fort bis zu 
0,156 eem Diazolésung. Die Diazolésung wurde in iiblicher Weise aus 5 ¢ 
Atoxyl durch Behandeln mit 60 cem n-HCl und 14,4 cem Na-Nitrit (10°/,) 
und Verdiinnen auf 100 ccm bereitet. — Die 8 Azoglobulinlésungen wurden 
nach '/,stiindigem Stehen mit HCl neutralisiert und im Eisschrank gegen 
das mehrfache Volumen einer Lisung von 1°/, NaCl dialysiert, spiiter gegen 
eine Lésung von 1°/, NaCl + 0,25°/, Phenol. lhr Eiwei8gehalt lag zwischen 
1,4 und 1,7°/,. Ihr As-Gehalt wurde nach § 2 bestimmt. Tab. VII zeigt 
ihre Eigenschaften. 

Die Lésungen der Antigene Nr. 1—3 lieBen sich durch HCl fallen, 
wihrend Lésung 5—8 keine Fiillung gab. Zur annihernden Bestimmung 
des isoelektrischen Punktes wurden je 2 cem n/10-Citratlésung (nach Séren- 
sen) von py 3,0—6,0 um je 0,3 abgestuft mit 0,2 cem der Lésungen 1—8 
vermischt und nach 1 Stunde abgelesen, in welchem Réhrchen stirkste 
Triibung aufgetreten war. Das Flockungsoptimum der Lésungen 1—4 lag 
bei den in der Tabelle angegebenen Werten. Lésung 5—8 gab keine Flockung. 
Nun wurden alle 8 Réhrehen 3 Minuten lang im siedenden Wasserbade 
gehalten und neuerlich abgelesen; Liésung 1—4 gab wieder dieselben Werte, 
Lésung 5—8 die in Tab. VII eingetragenen Werte. — In gleicher Weise 
wurden As-Kaninchenglobuline fiir die in Tab. If und III beschriebenen 
Versuche dargestellt. 

Tabelle VII. 


Eigenschaften von As-Pferdeglobulin verschiedenen As-Gehaltes. 





idea. . a Determinante 
Nr.| Farbe der Lésung Optimum in 100g = ae: 
Pr = (+ 0,15) Globulin Molekiil 
1 dunkelbraunrot 3,6 6,5 43 
2 dunkelbraunrot 3,6 5,9 39 
3 braunrot 3,9 2,4 16 
4 gelbrot 4,2 1,1 7 
5 gelbrot 4,5 0,52 3 
6 hellgelbrot 4,8 0,31 2 
7 hellgelbrot 4,8 0,15 1 
8 hellgelblich 4,8 0,088 (0,6) 














§ 2. Chemische Untersuchungsmethoden. Der Eiwei8gehalt unserer 
Antigene wurde durch N-Bestimmung nach Kjeldahl] oder refraktometrisch 
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bestimmt, der As-Gehalt nach der von Haurowitz und Brein] beschriebenen 
Methode* 2” ?!), Zur Veraschung der Priizipitate bedienten wir uns mit Vor- 
teil der kiirzlich von Levy*’) beschriebenen GefiiBchen. Etwa 1—5 mg des 
Priizipitates wurden mit 0,i cem Perhydrol (Merck) und der gleichen Menge 
konzentrierter Schwefelsiiure aufgeschlossen und dann der friiher beschrie- 
benen As-Bestimmung nach Fellenberg* **') zugefiihrt. 


§ 3. Immunisierung und Auswertung der Sera. — Je 2 cem 8°/,iger 
Antigenlésung wurden in Abstiinden von 83—4 Tagen 5—6mal in die Ohr- 
vene von Kaninchen injiziert. Die Tiere wogen 2000—2700 g. 6—-8 Tage 
nach der letzten Injektion wurden die Tiere verblutet. —- Je 1 cem Test- 
antigen-Lésung wurde init 0,1 ccm Immunserum unterschichtet, 15 Minuten 
bei 37° gehalten, die Ringprobe abgelesen, dann gemischt, 2 Stunden bei 
87° gehalten, tiber Nacht bei 20° stehen gelassen und abgelesen; diese 
Ablesung wurde in die Tabelle eingetragen. Die in den Tabellen angegebene 
Verdiinnung bezieht sich stets auf das trockene Antigen. Es bedeutet also 
die Angabe 1: 100000, dab 1 cem Lésung '/,,, mg Antigen enthilt. Zur 
Immunisierung diente ausschlieBlich As- Pferdeglobulin verschiedenen 
As-Gehaltes, zur Auswertung teils die gleichen Lésungen, teils heterologes 
As-Kaninchenglobulin. 


3 4. As-Bestimmung im Knochenmark. — 2 Kaninchen wurden in 
der in §3 beschriebenen Weise mit einem 3,3°/, As enthaltenden Antigen 
5°/, As enthaltenden Antigen. 
Nach dem Verbluten der Tiere wurden Vianae und Tibia pripariert, das 
Mark entnommen und in der friiher beschriebenen Weise*') mit Salpeter- 
siure-Schwefelsiiure verascht. Das Mark der beiden ersten Tiere, deren 
Serum kaum merklich priizipitierte, enthielt 0,29 und 0,28 mg-°/, As, das 
Mark der zweiten Tiere, deren Sera stark priizipitierten, enthielt 2,75 und 
2,38 mg-°/, As. 


§ 5. Nachweis mehrerer Antikorper im Immunserum. — 2 Kanin- 
chen wurden mit 1,1°/, As enthaltendem As-Pferdeglobulin immunisiert. Das 
Antigen war durch 2malige Fillung mit Siure, Lésen in Wasser unter Zusatz 
der eben nétigen Menge NaOH, schlieBlich durch Dialyse gereinigt worden. 

- Die Immunsera gaben bei Auswertung mit dem injizierten Antigen starke 
—— bis zur Antigenverdiinnung 1:100000, leichte Triibungen bis 
: 300000. — Zur quantitativen Fillung der Antikérper und Vermeidung 
von UberschuBhemmung wurde das Antigen stets in kleinen Fraktionen zu- 
gefiigt. So wurden 10 cem des Immunserums I mit 0,1 cem einer 0,67 °/, igen 
Lisung des As-Kaninchenglobulins (4,6°/, As) versetat, nach der Vorschrift 
von Marrack und Smith®) duckie: und nach Auftauen zentrifugiert. 
Die iiberstehende Fliissigkeit wurde méglichst vollstindig abgegossen, neuer- 
lich mit 0,1 eem Antigenlésung prizipitiert und dies so oft wiederholt, bis 
keine Fallung mehr eintrat. Dann wurde mit 0,1 cem 3°/, Pferdeglobulin 
versetzt und der oben beschriebene Vorgang mit Pferdeglobulin ebenfalls 
wiederholt, bis keine Fallung erfolgte. — Die durch As-Kaninchenglobulin 
erhaltenen rétlichgelben Prizipitate wurden vereinigt, in kleinen Fallungs- 
rdhrehen auf der Zentrifuge 3mal mit 1°/, NaCl-Lésung gewaschen, dann 
Nach dem 
Trocknen im Vakuum iiber CaCl, wurde auf der Mikrowaage gewogen, dann 


ein Teil des Priizipitates nach § 2 verascht und As quantitativ bestimmt. — 
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Die durch Pferdeglobulin erhaltenen rein wei8en Prizipitate wurden eben. 
falls vereinigt, in der gleichen Weise gewaschen und gewogen. — Der eben 
beschriebene Versuch wurde auch in umgekehrter Reihenfolge durchgef iihrt. 
Es wurden also 10 ccm Immunserum I zuerst mit Pferdeglobulin, dann mit 
As-Kaninchenglobulin fraktioniert priizipitiert. — Wir erhielten im ersten 
Versuch 17,3 mg Prizipitat mit 0,29°/, As, ferner 8,0 mg Prizipitat durch 
Pferdeglobulin. Der zweite Versuch ergab 7,8 mg Priizipitat mit Pferde- 
globulin, dann 18,0 mg As-haltiges Priizipitat mit 0,29°/, As. — Das mit 
Pferdeglobulin und As-Kaninchenglobulin erschépfte Immunserum des zweiten 
Versuches gab mit dem zur Injektion verwendeten As-Pferdeglobulin 16,9 mg 
Prizipitat mit 51 ug As (= 33°/, Antigen). 5 cem des gleichen Immunserums 
gaben bei direktem Zusatz des zur Injektion verwendeten As-Pferdeglobulins 
20,2 mg Prizipitat mit 30,5 ug As (= 14°/, Antigen). 


§ 6. Hemmungsversuche mit Hapten. — 1 g Atoxyl wurde diazotiert, 
mit der berechneten Menge Resorcin gekuppelt, nach 30 Minuten mit HC! 
neutralisiert und mit Wasser auf 100 cem verdiinnt. — In 2 Reihen von je 
10 Réhrchen kamen je 0,1 cem Immunserum I (§ 5) und 0,1 cem Hapten- 
verdiinnung 1:1, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000. Nach 15 Minuten 
langem Stehen bei 37° wurden in die zehn ersten Réhrehen je 1,0 ccm 
As-Pferdeglobulin (1,1°/, As) in der optimal flockenden Verdiinnung 1 : 3000 
gebracht, in die 10 Réhrchen der zweiten Reihe je 1,0 cem As-Kaninchen- 
globulin (8,9°/, As) in der optimal flockenden Verdiinnung 1: 30000. Nach 
2stiindigem Stehen bei 37° und 14stiindigem Stehen bei 20° wurde abgelesen. 
In der ersten Reihe waren in allen Réhrehen starke Flockungen sichtbar. 
In der zweiten Reihe zeigten die Réhrchen mit Hapten 1:1 und 1:5 keine 
Flockung, 1:10 une 1:20 Spur Flockung und die Réhrchen mit geringeren 
Haptenmengen deutliche Flockung. 


S 7. Fraktionierte Prazipitation eines As-Pferdeglobulins mit 
dem homologen Immunserum. — 5 ccm des nach § 5 erhaltenen Immun- 
serums If wurden mit je 0,05 ccm des zur Immunisierung angewandten 
As-Pferdeglobulins (1,1°/, As) versetzt, in der in §5 beschriebenen Weise durch- 
froren, aufgetaut, zentrifugiert und die Fiillung mit je 0,05 eem Antigen so 
oft wiederholt, bis keine Priizipitation auftrat. Die Prizipitate wurden — 
abweichend von §5 — nicht vereinigt, sondern einzeln gewaschen, getrocknet, 
gewogen und der As-Bestimmung zugefiihrt. Aus dem As-Gehalt der Priizi- 
pitate lieB sich leicht ihr Gehalt an Antigen berechnen. Das Ergebnis des 
Versuches ist in Tab. I wiedergegeben. 


§ 8. Fraktionierte Prazipitation von As-Kaninchenglobulinen mit 
Immunserum gegen As-Pferdeglobulin. — Je 10 cem des Immunserums | 
(§ 5) wurden mit 0,1 oder 0,2 cem einer 0,67°/,igen Lésung der As-Kaninchen- 
globuline Nr. 1, 2, 4, 5, 6 und 7 versetzt; deren As-Gehalt ist in Tab. II 
angegeben, Die Fillung wurde so oft wiederholt, bis das Serum klar blieb 
und beim Zentrifugieren kein Priizipitat absetzte. Die Prizipitate wurden 
nach § 7 verarbeitet, gewogen und der As-Bestimmung zugefiihrt. Die 
3 Prizipitate des Testantigens Nr. 1 enthielten 30, 17,4 und 4,7 ug As, die 
Priizipitate des Testantigens Nr. 2 enthielten 20, 22, 17, 8 und 5 ug As, jene 
des ‘Testantigens Nr. 4: 6,0, 7,5, 6,3, 5,9, 11,2 und 8 ug As, jene des Test- 
antigens Nr. 5: 7, 7, 4,2 und 5 wg As. Bei Testantigen Nr. 6 war die Menge 
der Priizipitate so gering, daB sie vereinigt und dann erst der As-Bestimmung 
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In Tab. IL sind die aus dem As-Gehalt berechneten 
Mengen Antigen eingesetzt. Bei Berechnung der Aquivalentgewichte des 
Antikérpers wurde angenommen, daf die EiweiBkomponente der Antigene 
ein Molekulargewicht von 100000 hat, daB jedem As-Atom ein Aquivalent- 

_gewicht von 229 fiir die Phenylarsinsiure- azogruppe entspricht, so daB das 
Molekulargewicht des Antigens 100000 + n. 229 ist, wenn n die Zahl seiner 


gugefiihrt wurden. 


As-Atome ist. In der untersten waagerechten Rubrik der Tab. II ist die 
Zahl der von 1 Antigen gebundenen Globulinteilchen berechnet und zwar 
unter der Annahme, daB der Nicht-Antigen-Teil des Priizipitates ausschlieBlich 
aus Serumglobulin vom Molekulargewicht 100000 besteht. 

Die Waschfliissigkeit der in den §§5, 7 und 8 beschriebenen Priizi- 
pitate war stets vollkommen farblos und gab mit Trichloressigsiure keine 
Triibung. Die Prizipitate waren infolge ihres Gehaltes an Azoglobulin stets 
gelbrot gefirbt. 

Nach erschépfender Fiillung der Immunseral! mit den Testantigenen 
Nr. 2, 4 und 5 wurden je 4 ccm des iiberstehenden klaren Serums mit je 
0,1 cem des Testantigens Nr. 1 versetzt, in der beschriebenen Weise durch- 
froren, aufgetaut und zentrifugiert. Der gleiche Versuch wurde mit 0,1 cem 
Testantigen Nr. 5 angesetzt. Es trat in keinem Versuch Prizipitation auf. 

Die Werte der Tab. II sind nicht Priizisionswerte, denn beim AbgieBen 


der Sera von den abgeschleuderten Priizipitaten blieben stets kleine Mengen 
| Serum am Prizipitat “haften ; auf diese Weise gingen kleine Mengen 


Serum 
verloren, und zwar insgesamt 0,5—0,8 ecem von je 10 ccm Immunserum. Die 
in Tab. II angegebenen Gewichte der Priizipitate 1b—6 sind daher mit 
1,08 ansteigenden Faktor zu multiplizieren. 


§9. Auswertung der Immunsera nach Injektion von Antigenen 
verschiedenen As-Gehaltes (Tab. III). — 3 Kaninchen eines Wurfes wurden 
mit den Antigenen A, B und F immunisiert, drei weitere Tiere eines zweiten 
Wurfes mit den Antigenen C, D und E, schlieBlich ein Tier mit reinem 
Pferdeglobulin G. — Die Testantigene der Tab. III wurden in den Ver- 
diinnungen 1:300, 1000, 3000, 10000, 30000 und 100000 angesetzt. In 'T'ab. III 
wurde zwecks Raumersparnis nur die stirkste Flockung eingetragen. 


§10. Prazipitation eines Arsin- und Carbonsauregruppen ent- 
haltenden Azoglobulins (Tab. IV). — Je 10cem 1,4°/,iges Pferdeglobulin 
wurden bei 0° mit 2 ccm n-NaOH gemischt, mit 6,4 cem Diazolésung ge- 
kuppelt, nach 30 Minuten mit HCl gefiallt, filtriert und der mit 1°/, NaCl- 
Lésung gewaschene Riickstand in Wasser suspendiert. Durch Zusatz der 
eben nétigen Menge n-NaOH wurde in Lésung gebracht und mit Wasser 
auf 25eem aufgefiillt. Die Diazolésung war ein Gemisch der Diazoloésungen A 
und B. Lésung A war aus 1g Atoxyl, Lésung B aus 0,575 g Anthranilsiure 
nach § 1 durch Kuppeln mit den berechneten Mengen NaNO, und HC! bereitet 
W orden; beide Lésungen wurden mit Wasser auf 100 cem verdiinnt. Die 
zu dem Versuch der Tab. IV verwendeten 8 Lésungen wurden mit 8 Diazo- 
lésungen erhalten, die fallende Mengen A und steigende Mengen B enthielten. 
Das Gesamtvolumen A+B war 6,4ceem; der Gehalt an A war 6,4, 4,8, 3,2, 
2,4, 1,6, 0,8, 0,6 und 0,3 cem. Der As-Gehalt der Lésungen wurde in iiblicher 
Weise bestimmt. Da die Lésungen annihernd gleich intensiv gefirbt waren, 
enthielten sie annihernd gleiche Mengen von Azogruppen. In Tab. [V wurde 
daher die Zahi der Azo-phenyl-carbonsiuregruppen als Differenz zwischen 
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Felix Haurowitz. 
48 (= Zahl der determinanten As-Gruppen im ersten Priparat) und der Zah| 
der tatsiichlich nachgewiesenen As-Gruppen eingesetzt; dabei wurde wiederum 
angenommen, dab jede determinante Gruppe 2 Arsinsiure- bzw. 2 Carbon. 
siiurereste enthilt (vgl. hierzu Absatz 1 des Hauptteiles). Die derart errech- 
neten Zahlen gelten daher nur anniihernd. — DaB COOH-Gruppen in grofer 
Zahl in die Molekile eingetreten sein miissen, geht daraus hervor, daB alle 
8 Testantigene, auch die As-armen Proben, durch HCl fillbar waren. 


$11. Extraktion von Antigen und Immunserum mit Alkohol- 
Ather. — 30 cem Alkohol-Ather (7:3) wurden in einer weiten Eprouvette 
durch Eintauchen in fliissige Luft bis zum beginnenden Erstarren gekiihlt 
und zu der eben wieder geschmolzenen Mischung (t + — 100°) unter Riihren 
tropfenweise 3 cem Antigenlésung zugefiigt, in einem zweiten Versuch 8 cem 
Immunserum. Die‘schnell abgesetzten Fiallungen wurden unter Kihlung 
mit fliissiger Luft durch Dekantieren mit Alkohol-Ather, dann mit Ather 
gewaschen, schlieBlich auf gekiihlter Nutsche schnell abgenutscht und durch 
Durehsaugen von Luft von Ather befreit. Nach Auflésen der Fiillung in 
3 cem Wasser wurde die in Tab. VI beschriebene Auswertung vorgenommen. 
Die Wirksamkeit der Behandlung mit Alkohol-Ather geht aus dem 
Ergebnis einer Fettbestimmung hervor. Das native Immunserum enthielt 
insgesamt 270 mg-°/, atherléslicher Substanzen, nach der oben beschriebenen 
Behandlung mit Ather-Alkohol nur mehr 32 mg-°/,. 


§ 12. Prazipitation bei verschiedenem p,,. — Zu dem in Tab. V 
wiedergegebenen Versuch wurden je 0,1 cem Immunserum I (§ 5) mit 1 ecm 
m/10-Puffergemisch versetzt, dann mit 0,1 cem einer 0,023°/,igen Lésung 
des As-Kaninchenglobulins (8,9°/, As). Dies war die optimal flockende 
Menge. — In einem Parallelversuch wurden je 0,15 cem Immunserum mit 
icem Pufferlésung und 0,1 ecm 0,1°/,igem Pferdeglobulin versetzt. Zur 
Vermeidung von Denaturierung wurde nicht in den Brutschrank gestellt, 
sondern 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann abgelesen. 


$13. Prazipitation bei verschiedener NaCl-Konzentration. — Zu 
je 0, 1 eem einer 0,67 */gigen Lésung des As-Kaninchenglobulins (8,9°/, 4 
wurden 2,9 ccm einer Kochsalzlésung von 1, 2, 4, 8, 12, 16 und 20° 
Konzentration zugefiigt. Je 1 ccm der Mischungen wurde mit 0,1 cem 
Immunserum I (§ 5) versetzt. Wir fanden nach 24stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur im ersten Réhrchen (1°/, NaCl) mittelstarke Priizipitation, 
im zweiten Réhrchen (2°/, NaCl) schwache Priizipitation, im dritten Réhrehen 
(4°), NaCl) Spur Triibung und in den anderen Roéhrchen keine Triibung. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Kuppeln von Pferde-Serumglobulin mit verschiedenen 
Mengen diazotierten Atoxyls wurden Antigene verschiedenen As- 
Gehaltes dargestellt. Injektion der As-reichen Antigene (> 3°/, As) 
fiihrt zu keiner deutlichen Bildung von Antikérpern, da diese 
Antigene im reticulo-endothelialen System nur schlecht gespeichert 
werden. Injektion von Antigen mittleren oder kleinen As-Gehaltes 
fiihrt zur Bildung von mindestens 3 Gruppen von prizipitierenden 
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Antikérpern. Ihre Spezifitat richtet sich gegen verschiedene deter- 
minante Gruppen des As-Pferdeglobulins: 1. gegen die As-haltigen 
determinanten Gruppen, 2. gegen artspezifische ,,Pferde“-Gruppen 
und 8. gegen eine Gruppe, die nur im As-Pferdeglobulin ent- 
halten ist, nicht im As-Kaninchenglobulin, noch auch im reinen 
Pferdeglobulin. 

2. As-Globuline werden nur prizipitiert, wenn sie mindestens 
10 determinante Gruppen im Molekiil (Mol.-Gew. 100000) ent- 
halten. Die Prazipitate sind bei Anwendung verschiedener As- 
Kaninchenglobuline als Testantigene konstant zusammengesetzt und 
enthalten auf je eine As-haltige determinante Gruppe des Antigens 
1 Antikérper-Teilchen vom Aquivalentgewicht 100000. Das Aqui- 
valentgewicht der priizipitierten Antigen-Antikérper-Komplexe be- 
trigt also mindestens 1100000. Sie verhalten sich wie Globulin- 
Teilchen und bleiben bei Anwesenheit von mehr als 4°/, NaCl in 
Lisung. Diese Befunde stiitzen die Annahme, daB Antikérper 
tatsichlich Serumglobuline sind (Mol.-Gew. 100000) und nicht bloB 
Beimengungen unspezifisch gefillter oder adsorbierter Globuline. 

3. Die gegen die As-haltige Gruppe gerichteten Antikérper 
prizipitieren in gleicher Weise As-reiche und As-arme Antigene. 
Die Spezifitit der Antikérper richtet sich also nicht gegen das ganze 
Antigen-Molekiil, sondern nur gegen seine determinante Gruppe. 

4, Bei fraktioniertem Zusatz des homologen As-Pferdeglobulins 
zum Immunserum erhalt man Priparate verdnderlicher Zusammen- 
setzung. Sie enthalten anfangs wenig Antigen, da anfangs alle 
3 Gruppen von Antikérpern gebunden werden. Bei weiterem Zu- 
satz von Antigen verarmt das Immunserum allmiéhlich an einer 
oder der anderen Art von Antikiérpern, so daB die Priizipitate 
allmithlich reicher an Antigen werden. 

5. Fir die Prizipitation von As-Globulin durch Immunserum 
sind die Lipoide des Antigens und des Immunserums unwesentlich. 
Nach ihrer Entfernung erfolgt Prizipitation in unverminderter 
Stiirke. 

6. Die Bindung zwischen Antigen und Antikérper wird auf 
die gegenseitige Anziehung ionischer oder polarer Exogruppen 
durch elektrostatische oder induzierende Krifte zuriickgefihrt. 
Diese Krafte wirken nur auf kleine Entfernungen. Daher kénnen 
nur jene Globuline gebunden werden, die der determinanten 
Gruppe des Antigens riumlich angepaBt sind und ihr dadurch 
weitgehend geniihert werden kénnen (Antikérper), nicht andere 
unspezifische Globuline. 















































4) Felix Haurowitz, Uber die Bindung zwischen Antigen usw. 
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Nach Abschlu8 dieser Arbeit sei in Dankbarkeit Professor 
F. Breinls gedacht, des Vorstandes des Deutschen Hygie- 
nischen Universitits-Institutes, der die ersten Mitteilungen 
dieser Untersuchungsreihe angeregt und gemeinsam mit mir be- 
arbeitet hat. Er hat auch bei dieser Arbeit oft und gern seinen 
wertvollen Rat erteilt, bis er durch eine Fleckfieber-Infektion als 
Opfer seines Berufes hinweggerafft wurde. 
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Zur Kenntnis der extraktiven Stickstoffbasen 


des Muskelgewebes beim Hunde. 
Von 


A. N. Parsehin. 


(Aus der Abt. der allgem. Biochemie der Leningrader Filiale des All-Unions-Instituts 
fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1936.) 


1932 erschien eine sehr interessante Arbeit zweier amerika- 
nischer Forscher — Wolff und Wilson?) — iiber den Nach- 
weis von Anserin (Methyl-Carnosin) im Muskel von Siugetieren. 
Den Verfassern war es gelungen, Anserin aus den Muskeln des 
Hundes, Kaninchens, der Katze und der weifen Ratten auszu- 
scheiden. Somit hatte sich unsere Vorstellung dariiber, daB das 
Carnosin ein spezifischer Bestandteil der Saugetiermuskeln, das 
Anserin dagegen ein solcher der Vogel und Reptilien sel — als 
irrtimlich erwiesen. Auferdem wurde in der Arbeit Wolffs 
und Wilsons eine nicht minder interessante Frage beriihrt, und 
zwar — bei Untersuchung der Hundemuskeln stellten sie, auBer 
Anserin, auch die Anwesenheit von Carnosin fest. TFreilich, ge- 
niigende experimentelle Angaben iiber die Anwesenheit des Carno- 
sins in der Muskulatur des Hundes werden von den Verfassern 
nicht angefiihrt. 

Kine solche Méglichkeit schien uns jedoch vollkommen wahr- 
scheinlich, um so mehr, als in Ackermanns Laboratorium von 
FA, Hoppe-Seyler, W.Linneweh und F. Linnewebh®) bereits 
friher schon gleichzeitige Anwesenheit von Carnosin und Anserin 
im Muskelgewebe des Krokodils festgestellt worden war. Ks ist 
selbstverstiindlich, daB diese Tatsache, vom Standpunkte der ver- 
gleichenden biologischen Chemie aus, von grofem Interesse ist, 
und héchstwahrscheinlich in der chemischen Statik und Dynamik 
der Muskelzelle eine bedeutende Rolle spielt. 

Zwecks endgiiltiger Aufklirung dieser Frage hielten wir es 
vor allem fiir notwendig, ein Verfahren zur Isolierung von Carno- 
sin und Anserin auszuarbeiten, wobei es wichtig war, diese beiden 
Stoffe getrennt und in geniigend grofen Mengen zu erhalten. 
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fF. A. Hoppe-Seyler, W. Linneweh und F, Linneweh?) stelltey 
das Vorhandensein von Carnosin und Anserin im Krokodilmuske! 
mit Hilfe von Kupfersalzen dieser beiden Basen fest. Obgleich 
aber die Kupfersalze von Carnosin und Anserin sich in vielen 
Hinsichten voneinander unterscheiden — _ hinsichtlich Schmelz. 
punkt, Form und Farbung der Krystalle, Léslichkeit u.a. —, so 
ist dieses Verfahren doch nicht ganz bequem und kann Ofters 
zu unrichtigen Resultaten fiihren, besonders wenn man gezwungen 
ist, mit kleinen Mengen zu arbeiten. Wolff und Wilson’) geben 
in ihrer zweiten Arbeit eine genaue Beschreibung der Ausschei- 
dung von Carnosin und Anserin und ihrer Trennung voneinander, 
Leider ist dieses Verfahren fiuberst miihsam und mit groBen Ver- 
lusten an Stoff verbunden. Abgesehen davon ist es, wie die Ver- 
fasser selbst bemerken, sehr schwer, vollkommene Trennung des 
Carnosins vom Anserin zu erreichen. 

Unsere eigenen Untersuchungen zeigten, dafi die Ausschei- 
dung des Carnosins in Gegenwart von Anserin nach dem Ver- 
fahren von Gulewitsch‘) sehr schwierig ist, und infolgedessen ge- 
lang es mir auch seinerzeit —- wie aus meiner friiher veréffent- 
lichten Arbeit*) ersichtlich — nicht, den Beweis fiir das Vor- 
handensein von Carnosin im Hunde- und Kaninchenmuskel zu 
liefern. Die ferneren Versuche zeigten aber, daB bei Anwendung 
der Dietrichschen Methode®), weiterhin von Ackermann ge 
seinen Mitarbeitern benutzt’), d. h. durch Fillung mit HgSO, 
Gegenwart von Athylalkohol (Ackermann und seine Mitarbeiter 
benutzten Methylalkohol) die Ausscheidung von Carnosin und 
Anserin mit keinen Schwierigkeiten verbunden ist, ausgenommen 
die Ausfillung anorganischer Salze, welche die Gewinnung reiner 
Stoffe, insbesondere des Anserins, sehr erschwert. Bei meiner 
vorliegenden Untersuchung wihlte ich einen etwas anderen Weg, 
welcher mir die Méglichkeit gab, Carnosin und Anserin in ziem- 
lich erheblichen Mengen und voneinander getrennt zu gewinnen. 
Das Vorhandensein von Anserin neben Carnosin im Muskel des | 
Hundes und anderer Tiere weist auf einen Unterschied in der 
Zusammensetzung dieser Muskulatur vom Muskelgewebe anderer 
Siugetiere hin. 

In Verbindung mit Obenerwihntem hielten wir es fiir not- 
wendig und wichtig, auch die iibrigen extraktiven Stickstoff- 
substanzen des Hundemuskels einer Untersuchung zu unterwerfen. 
Diese Vorbetrachtungen gaben den AnstoB zur vorliegenden Unter- 
suchung. 
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Nachdem 


Als Untersuchungsstoff dienten 11 kg Hundemuskelgewebe. 
dasselbe in der Fleischhackmaschine zerkleinert worden war, wurde es vier- 


mal in 50—60° warmem Wasser extrahiert. Bei der ersten Extrahierung 
wurde das doppelte, bei den tibrigen das einfache Wasservolumen an- 
gewandt. Eine jede Extrahierung dauerte je 1 Stunde. Die EKiweibstoffe 
wurden durch Sieden entfernt, die Ausziige vereinigt und weiterer Ver- 
dampfung unterworfen. Eine vorliufige quantitative Verteilung des N in 
den verschiedenen Fraktionen ergab folgende Resultate: 








Fraktion _.ie*, 

Von EiweiB befreites Filtrat . . 0,3827 
I. Alkohol—Quecksilber- Niederschlag 0,1761 
Quecksilber-Niederschlag . . 0.0451 
If. Alkohol—Quecksilber- Niederschlag . ‘ 0,0593 
Filtrat vom I. Alkohol—Quecksilber- Niederschlag 0,2059 
Silber-Niederschlag . . 0,0093 
I. Silberbaryt- Niederschlag 0,0032 
II. Silberbaryt-Niederschlag 0,0028 
Jod-Wismut-Niederschlag . . iat st 0,0048 
Filtrat vom Jod—Wismut- Niederschlag. ae ee 0,17 


Das eingeengte Filtrat wurde mit einer 10°/,igen HgSO,-Loésung in 

» H,SO, in Gegenwart von Weinspiritus gefillt. Am niichsten Tage 

wurde der Niederschlag im Biichnertrichter abfiltriert und durch H,S zer- 

setzt. Das erhaltene Filtrat wurde durch Atzbaryt von H,SO, befreit und 
im Vakuum eingedampft. 

Das eingeengte Filtrat wurde durch eine 10°/,ige HgSO,- 
Lésung in 5°/, H,SO, gefallt. Nach 24 Stunden wurde der Queck- 
semanas tas, welcher Carnosin und Purine enthielt, durch 
Filtrieren abgeschieden, gewaschen und durch H,S zersetzt. Das 
Filtrat von H,SO, wurde durch Atzbaryt von H, SO, befreit, ein- 
ceengt und mit 40°), iger AgNO,-Lésung gefillt, Nach 24 Stdn. 
with der Purin— Silber-Niederschlag abfiltriert, zum Filtrat wurde 
AgNO, bis zur Kosselschen Reaktion hinzugesetzt, worauf der 
Silberbaryt-Niederschlag des Carnosins erhalten wurde. Nach 
lingerem Auswaschen mit Wasser wurde der Niederschlag mit H,S 
zersetzt. Die Fliissigkeit verwandelte sich nach der Kinengung 
in charakteristische nadelférmige Carnosinkrystalle. Im ganzen 
wurden 3,0 g reinen Carnosins ausgeschieden, Schmelzp. 241—242°. 
Bei Verbrennung von 0,0971g der Substanz werden 20,5 ccm gas- 
lirmigen N (15°, 766mm) ausgeschieden. 


C,H,,0,N, (226,1) Ber. N 24,78 Gef. N 24,80 


Zum Filtrat vom Quecksilberniederschlag des Carnosins und 


der Purine wurde eine 10°/)i 


ige HgSO,-Lésung in 5°/, H,SO, 
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und Alkohol zugesetzt bis zum Erscheinen eines schwach gelben 
Niederschlages. Unter diesen Umstiinden wird der Quecksilber- F \ 
niederschlag des Anserins ausgefillt. Nach 24 Stunden wurde der 
Niederschlag durch H,S zersetzt. Die Fliissigkeit wurde durch F \\ 
Ba(OH), von der H,SO, befreit und zu Sirupdicke eingeengt. Die f 
sirupartige Masse verwandelte sich rasch zu Krystallen. Bei § ,; 
weiterer Untersuchung erwies es sich, daB auBer Anserinkrystallen F }; 
auch eine erhebliche Menge anorganischer Salze, vorwiegend Kali- — } 


salze, ausgefallen waren. kK 
Den Angaben Ackermanns und seiner Mitarbeiter’), wie F \ 
auch denjenigen von Tolkatschevskaja‘) folgend, — welcher 


es auch gelungen war, Anserin aus dem Jodwismutniederschlag — ( 
bei Behandlung von Hiihnerfleisch auszuscheiden —, entschloB — y 
ich mich dazu, das Krautsche Reagens fiir die Reinigung des f k 
Anserins anzuwenden. Zu diesem Zwecke wurde die krystalli- 
sierte Masse des Anserins in einer kleinen Wassermenge auf- | o 
gelést und mit dem Krautschen Jodwismutreagens gefallt. Der } 
Jodwismutniederschlag des Anserins wurde am nichsten Tage 
mit Hilfe von Pb(OH), zersetzt, der Bleitiberschu8 mit H,S ent- 
fernt, das Filtrat mittels Verdampfung auf dem Wasserbade ein- , 
geengt. Bei der Kinengung krystallisierte die Masse rasch. Die 
weitere Reinigung wurde durch Umkrystallisierung in Gegenwart | 
von Methylalkohol ausgefiihrt. a 
Ausgeschieden 7,3 g Anserin. Schmelzp. 237—238°. | 

‘ 


Die Diazoreaktion Pauly war negativ. Bei Verbrennen von 0,0811 ¢ 
der Substanz wurden 19cem gasférmigen N (12°, 765mm) ausgeschieden. 





C,oH,.O,N, (240,1) Ber. N 23,84  Gef. N 23,47. \ 

Ferner wurde das Kupfersalz des Anserins gewonnen, welches alle von ¢ 

Ackermann und seinen Mitarbeitern beschriebenen charakteristischen — « 
Figenschaften besab. 

Beim Verbrennen von 0,0696 g des Kupfersalzes wurden 10,5 cem gas- 

formigen N (14°, 760 mm) ausgeschieden. ' 


C,,H,,0,;N,CuO (319,7) Ber. N 17,53 Gef. N 17,66. 
Beim Gliihen von 0,0829 g wurden 0,0200 g CuO erhalten. . 
Ber. Cu 19,89 ref. Cu 19,28. ez 


Das Filtrat, welches nach Fiallung des Ausgangsextraktes 
durch eine 10°/,ige HgSO,-Lésung in Gegenwart von Alkohol 
erhalten worden war, wurde mit H,S vom Quecksilber befreit 
und durch Baryt neutralisiert. Das ausgefillte BaSO, wurde 
durch Filtrieren entfernt, die Fliissigkeit durch Verdampfen im 
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Vakuum eingeengt und einer weiteren Untersuchung nach der 
Methode von W.S. Gulewitsch unterworfen ‘). 

Ks wurden Silber-, I. Silberbaryt-, If. Silberbaryt- und Jod— 
| Wismut-Niederschliige erhalten. 
Gewohnlich besteht der Silberniederschlag aus einem Doppel- 
salz des Kreatins mit Silbernitrat, wihrend sich im I. Silber- 


Dis Untersuchung dieser Niederschlige 
bestiitigte vollkommen das Vorhandensein von Kreatin und 
Die Reaktionen von 
Weyl und Jaffe sind ausgesprochen positiv. 

Der II. Silberbaryt-Niederschlag wurde durch H,S zersetzt, 
die erhaltene Fliissigkeit war stark alkalisch; sie wurde mit HNO, 
Bei Einengung fielen die typischen 
Krystalle von Methyl—Guanidinnitrat. Schmelzp. —150° 

Bei Verbrennung von 0,0615g der Substanz wurden 21,5 ccm 
casformigen N (14°, 764mm) ausgeschieden. 

C,H,N,HNO, (136,016) Ber. N 41,2  Gef. N 41,14 

Somit wurden die Angaben von Smorodinzew und Adowa’) 
iiber das Vorhandensein von Methyl—Guanidin im Hundemuskel 
bestatigt. 

Der Jod—Wismut-Niederschlag wurde mit Pb(OH), zersetzt, 
Das Filtrat wurde ein- 
seengt. Die ausgefillten Krystalle erwiesen sich als Kreatinin. 
Die Kreatininkrystalle wurden durch Filtrieren ausgeschieden, die 
Mutterlésung eingeengt, und mit Alkohol extrahiert. Die Aikohol- 
ausziige wurden miteinander vereinigt und bis auf Trockensubstanz 
verdampft. Der Rickstand wurde mit absolut reinem Alkohol 
extrahiert. Die Ausziige des absoluten Alkohols wurden mit 
einer gesittigten Alkohollésung von HgCl, gefiallt. 

Am niichsten Tage wurde der Sublimat-Niederschlag einer 
mehrfachen Extrahierung mit warmem Wasser unterzogen Die 
Wasserausziige wurden alle vereinigt und fiir 24 Stunden stehen 
velassen. Der ausgefiillte Niederschlag wurde abfiltriert, das Fil- 
trat einer fraktionierten Krystallisation unterworfen. Ks wurden 
drei Fraktionen charakteristischer Krystalle vom HgCl,-Salz des 
Carnitins gewonnen. Der Schmelzpunkt der ersten Fraktion 
war 188°, derjenige der zweiten 192° und der dritten 197—198°. 

Der Analyse wurde die letzte Krystallfraktion unterworfen. Bei Ver- 
brennung von 0,5667 g der Substanz wurden 10,5 ccm gasférmigen N (16°, 
761mm) ausgeschieden. 


C,H,,NO,.2HgCl, (704,24) Ber. N 2,00 Gef. N 2,15. 
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Kutscher') hat seinerzeit aus dem Muskel des Hundes 
und auch anderer Tiere Novain ausgeschieden, dessen Identitiit 
mit dem von Gulewitsch und Krimberg!) bereits friiher ent- 
deckten Carnitin von Krimberg**) einwandfrei bewiesen worden 
ist. Die von mir erhaltenen Ergebnisse stimmen mit denselben 
Krimbergs vollkommen iiberein. 

Wenn wir nun die oben beschriebenen Angaben alle zusammen- 
fassen, so kénnen wir feststellen, da& zum Bestande des Muskel- 
gewebes des Hundes Carnosin, Anserin, Kreatin, Kreatinin, 
Methyl—Guanidin und Carnitin gehéren. 

Das gleichzeitige Vorhandensein von Carnosin und Anserin 
wurde nach Angaben von Wolff und Wilson’) auch bei ver- 
schiedenen anderen Siugetieren, z. B. der Katze, dem Opossum 
u. a. festgestellt. 
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Colorimetrische Bestimmung der Keimdriisenhormone. 
2. Mitteilung. 


Von 


Wilhelm Zimmermann. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Instituts fiir Schiffs- und Tropenkrankheiten in Hamburg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Oktober 1936.) 


4 
i ; In der ersten Mitteilung’) ist gezeigt worden, caf die Keim- 
driisenhormone in Anwendung der Jaffé*)-Bittéschen*) Reaktion 
mit m-Dinitrobenzol und Kalilauge eine violettrote Farbreaktion 
seben, die sich zur quantitativen Bestimmung eignet. Im folgenden 


sind die Bedingungen untersucht worden, unter denen die Reak- 
tion verliuft, um darauf eine einwandfreie Analysenmethode der 
Hormone zu griinden. Die Bestimmungen wurden mit dem Pulfrich- 
photometer ausgefiihrt; I bedeutet die gemessene Extinktion, 
k den spezifischen Extinktionskoeffizienten (= Extinktion /Schicht- 
dicke), ¢ den spezifischen Extinktionskoeffizienten einer 1 mg-°/, igen 
Lésung [¢ = Extinktion/Konzentration x Schichtdicke in cm*)]. 
1. Abhangigkeit vom Lésungsmittel Methylalkohol ist nicht 
geeignet, da die Reaktion dann viel zu langsam und erst bei 
héherer Hormonkonzentration verliuft. Athylalkohol ist ge- 
-eignet, wenn eine Konzentration von 75°/, eingehalten wird; denn 
Form und Hohe der Absorptionskurve sind vom Lésungsmittel 
abhiingig. Propylalkohol und Isobutylalkohol sind beide un- 
geeignet, da Dinitrobenzol allein zu schnell mit der Lauge unter 
Farbstoffbildung reagiert. 
2. Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes. Die Giiltigkeit des Ge- 
setzes ist fiir alle untersuchten Stoffe erwiesen, fiir Androsteron 
in einem Bereich von 1—200 mg-*/,. Die «-Werte sind fiir alle 
_untersuchten Konzentrationen bei gleicher Temperatur annihernd 
gleich, Trigt man in ein Koordinatensystem die k-Werte in 


SS OR eis iy es 


: *) Aus Griinden der Raumersparnis sind nur wenige Beispiele an- 
_ gegeben, das umfangreiche Material an Beleganalysen, Tabellen und Kurven 
_ befindet sich in den Akten des Instituts. 
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Abhingigkeit von der Konzentration auf, so erhilt man eine Ge. 
rade, die durch den Nullpunkt geht. 

3. Abhangigkeit von der Alkalikonzentration. Trotz des grofer 
Laugeitiberschusses bewirkt weiterer Laugezusatz schnelleren Reak. 
tionsverlauf. Der Verlauf der Absorptionskurve iindert sich dann 
bei Androsteron, Oestron und Equilin nur unwesentlich, groB ist 
dagegen die Anderung bei andern untersuchten Stoffen, bei denex 
eine vollige Verschiebung des Absorptionsmaximums ins Gebiet 
kiirzerer Wellen hinein stattfindet. Infolgedessen ist es durch 
Steigerung der Alkalikonzentration méglich, die Hormone nebex 
den sonst stérenden Begleitstoffen quantitativ zu De- 
stimmen (vgl. Fig, 1). 
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Fig. 1. Reaktion von Cyclohexanon bei 3,0 (A) und 0,3n(B) Kalilauge. 


4. Abhangigkeit der Farbstarke von der Konzentration an m-Di- 
nitrobenzol. Wie grof die Unterschiede der ¢-Werte schon bei 
verhiltnismiBig geringen Schwankungen der m-Dinitrobenzol-Kon- 
zentration sind, zeigt die nachfolgende T'ab. 1. 
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ist stark zeitabhingig (vgl. Fig. 2). 
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Tabelle 1. 
m-Di in, | $43 S47 S53 S61 
0,9 108 95 123 53 
1,0 138 114 138 56 
1,1 171 140 171 74 














Die Intensitiit der Farblésung 
Der gewihlte Zeitpunkt fiir 
die Ablesung — 60 Minuten nach dem Mischen — ist willkiirlich. 


5. Abhangigkeit von der Zeit. 


. Man kann nicht im Maximum ablesen, da durch die starke Hydroxyl- 


ionenkonzentration vorher bereits Zersetzung eintritt, so daB das 
Beersche Gesetz ungiiltig wird. 

















— Stunden 


7 2 3 


Fig. 2. Abhangigkeit der Extinktion von der Zeit. 


Die Zeitabhingigkeit bedingt auch, dab bei der Messung die 
Kiivetten nicht vertauscht werden sollen, denn wiihrend des Wech- 
selns und Neueinstellens hat die Intensitiit schon zugenommen. 
Die Genauigkeit der Messung leidet darunter nicht, wenn man 
sich vorher davon iiberzeugt hat, daf beide Gesichtsfeldhilften 
cleichmaBig beleuchtet sind. 

6. Abhangigkeit von der Temperatur. In Ubereinstimmung mit 
der van’t Hoffschen Regel zeigt sich eine Abhingigkeit von der 
Temperatur derart, daB beim Ansteigen von 15 auf 25° eine 
Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit und damit der Farb- 
intensitit um das 2,2fache eintritt. Das bedeutet pro Grad 8,2°/, 
Zunahme von ¢ (vgl. Tabellen bei Oestron). Die Form der Kurve 
bleibt bei steigender Temperatur erhalten. Da der Begriff ,,Zimmer- 
temperatur“ etwa 12 Grade umfabt, ist es wesentlich, den Tempe- 
raturkoeffizienten zu beachten. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLY. 
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7. Abhangigkeit von der Belichtung. Da Sonnenbestrahlung 
die Reaktion zu verlangsamen schien, arbeitet man am besten im 
zerstreuten Licht bzw. Halbdunkeln. 


Arbeitsvorschrift 
fiir die quantitative Hormonbestimmung. 

Die Reagenzien. — 1. 1,00°/,ige m-Dinitrobenzollésung. 1,000 ¢ 
mehrfach umkrystallisiertes m-Dinitrobenzol wird im MeBkolben in 100 ccm 
absolutem Athylalkohol gelést. Die Lésung soll in brauner Flasche auf. 
bewahrt werden und nicht ilter als 14 Tage sein. 

2. 3,0 normale (16,8°/,ige) reine wiBrige Kalilauge. Die Liésung mul 
durch Titration kontrolliert werden. 

3. Absoluter Athylalkohol zum Lésen der Hormonprobe. 

4. 75°/,iger Athylalkohol zum Nachfiillen. 


Die Kompensationsfliissigkeit. Vor die zweite Photometeréffnung 
wird als Leerprobe ein Gemisch von absolutem Athylalkohol, alkoholischer 
Dinitrobenzollésung und wiiBriger Kalilauge im Verhiiltnis 2:1:1 gestellt. 
Die alkalische Dinitrobenzollésung fiirbt sich im Laufe einiger Stunden 
schwach gelb, bei dem groBen Uberschu8 an Reagenz ist diese Verfirbung 
aber im ReaktionsgefiiB und in der Leerprobe praktisch gleich. Bei dlteren 
Reagenzien und solchen, die lange Zeit am Licht gestanden haben, auch 
bei hoher Temperatur, tritt das Dunkein der Leerprobe oft sehr rasch ein. 

Die Ausfiihrung der Bestimmung. Hormonlésung, Dinitrobenzol- 
lisung und Kalilauge werden im Verhiltnis 2:1:1 unmittelbar 
hintereinander zusammengegeben und sofort gemischt. Da sich 
die Fliissigkeit beim Mischen um etwa 3°/, kontrahiert, muB mit 
75°/,igem Alkohol auf das vorgesehene MaB wieder aufgefiillt 
werden (Ansetzen im Mefzylinder!). Wahrend der Farbentwicklung 
wird die Temperatur der Lisung gemessen. Kurz vor der Mes- 
sung wird in Kiivetten umgefiillt und genau 60 Minuten nach dem 
Mischen die Extinktion mit Filter S 53 bestimmt. 

Bei Gemischen muf man in zwei Spektralbereichen messen 
(z. B. Harn, $43 und $53). Man mibt dann beispielsweise nach 
55 Minuten mit 8 43, nach 60 Minuten mit 8 53, nach 65 Minuten 
wieder mit S 43 und interpoliert fiirS 43 die Extinktion auf den 
Wert bei 60 Minuten. 

Die zu wihlende Schichtdicke und damit die Menge Lisung, 
die man ansetzen muB, richtet sich nach der erwarteten Extinktion. 


Tabelle 2. 








Hormonkonzentration in mg-°/, | 100—50 | 50—20 | 20—10 | 10—5 | 5—3] 3—1 
Anzuwendende Schicht in mm 5 10 20 30 50 | 150 
Ansatz mit cem Hormonlésung 1,20 2,40 4,00 | 600 | — | — 
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’ der Fehler betrigt dann 1—3°/, bei der Ablesung. 
] ringen Extinktionen dreht man zweckmibig die Trommel, 
sonst auf volle Offnung steht, z. B. auf den Wert 50, d. i. H = 
und subtrahiert dann von oo an der Meiteommel abgelesenen 
| Wert wieder 0,300. 
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Der Wert fiir die Extinktion soll nicht iiber 1,3 und nicht 
unter 0,15 betragen. Am giinstigsten ist der Bereich 1,0 bis 0,3, 
Bei zu ge- 
die 
0,300, 


Liest man statt nach 60 Minuten 2 Minuten vorher oder 


- nachher ab, so betriigt der Fehler etwa + 3°/). 


Anwendung auf chemisch reine Stoffe. 


1. Absorptionsdaten fiir Androsteron C,,H,,0,. 
CH, 


a 


Tabelle 3. 


e-Werte nach 60 Minuten; Temperatur 25°. 





$43 | sat | 850 iy “$53 | S57 | Ser 


90,0206 | “90,0180 | 0,0208 | “00223 | 0,0184 | 0,0099 
(vgl. Fig. 3). 


Die Grenzkonzentration liegt bei etwa 1 mg-°/,, doch war 
selbst bei einer 0,5 mg-°/,igen Lésung noch ein Unterschied gegen 
die Vergleichslésung zu erkennen. 


2. Absorptionsdaten fiir Testosteron C,,H,.0,. 


CH, 
ae i comes ih )H 
CH, | | | 
ae ag ne 
| 
0o4~ ei 

Testosteron verhalt sich merkwiirdigerweise ganz abweichend 
und Abnelt damit dem friiher untersuchten Progesteron. Das 
Maximum der Extinktion liegt im Gebiet von S43 (vgl. 


Fig. 3), 


4* 
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Tabelle 4. 


Testosteron. e-Werte nach 60 Minuten, 25°. 


S 43 | S47 | S50 | S53 | $57 | S61 





0,0349 | 00249 | 0,0215 | 0,0173 | 0,0158 | 0,0131 
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Fig. 3. 


Absorptionskurve einer 1 mg-°/,igen Liésung nach 60 Minuten. Schicht 10 mm, 25°. 
Dinitrobenzol—Kalilauge + Androsteron (A), 
+ Oestron (O), + Testosteron (T), + Kreatinin (k). 


8. Absorptionsdaten fiir Oestron C,.H,.0,. 


pg gg 
HO7S“N\~ 


Tabelle 5. 
e-Werte nach 60 Minuten in Abhingigkeit von der Temperatur. 























°C S 48 S 47 S 50 S53 S57 S61 
28 | 0,0239 0,0202 0,0257 0,0267 0,0220 0,0116 
27 221 187 238 247 208 107 
26 204 173 219 226 188 99 
25 188 160 203 211 174 91 
24 174 148 188 195 160 84 
23 161 137 173 180 148 78 
22 149 126 160 166 138 72 
21 138 117 148 154 127 66 
20 127 108 137 142 117 61 
19 117 100 126 131 108 56 
18 108 93 117 122 100 52 


(Absorptionskurve vgl. Fig. 3.) 








S47 S50 S53 $57 567 


543 





Die folgende Tab. 6 unterrichtet iiber die GréBe des Meb- 
fehlers bei der Bestimmung mit Filter S 53. 


Tabelle 6. 
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Berechnet Schicht Temp. k Gefunden Fehler 
mg-°/5 in mm in ° mg-/, in °/, 
5 30 25 0,107 5,1 +2 
10 30 25 0,210 10,0 0 
15 20 27 0,373 15,1 + 0,7 
15 10 28 0,376 14,1 — 6 
20 20 20 0,277 19,5 — 25 
20 20 25 0,427 20,2 + 1,0 
25 10 25 0,531 25,2 + 0,8 
25 10 20 0,343 24,2 — 3,2 
25 20 15 0,241 25,1 + 0,4 
30 20 22 0,494 29,9 — 0,3 
60 10 24 1,190 61,1 + 1,8 
























4. Absorptionsdaten fiir Equilin C,.H,,0,. 


Equilin hat eine Doppelbindung mehr als Oestron. Dadurch 
entsteht eine neue aktive Methylengruppe, die aber mit Dinitro- 
benzol-Alkali nicht reagiert, denn die Absorptionskurve entspricht 
in ihrer Form, ihren Quotienten und ihren Absolutwerten genau 
den entsprechenden Werten fiir Oestron. Oestradiol und Oestriol 
caben beide wie erwartet keine Reaktion. 


5. Absorptionsdaten fiir Kreatinin. 


Kreatinin, das bei der Bestimmung im Harn sich iiberlagert, 
zeigt einen vollig andern Absorptionsverlauf mit einem auber- 
ordentlich hohen Maximum bei 843 und fast verschwindender 

















Extinktion von 853 an bis ins langwellige Gebiet. Absorptions- 
kurve vgl. Fig. 3. 
Tabelle 7. 
e-Werte nach 60 Minuten. 
‘co | saa | Sar s50 | sss | so7 | set 
22 | 0,1000 | 0,0542 0,0234 | 0,0112 | 0,0054 0,0020 
26 | 0,1460 0,0795 0,0334 0,0163 0,0080 0,0030 
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‘Anwendung auf Gemische reiner Stoffe. 


Die folgenden Untersuchungen waren notwendig, weil bei der 
Bestimmung in Harnextrakten und Handelspriparaten in der Rege| 
Gemische vorliegen. 


Fir die Bestimmung der Konzentration von zwei gleichzeitig 
in Lisung befindlichen Substanzen gilt die Formel: 


km, 8 53+ ki, $43 — ny 543+ ky, 8 53 *) 


1) ¢ = 543-k.. S 
( 1 kw), S 53° ky», 843 — kw), S 43- Ka), 553 


k bedeutet Extinktion des Gemisches, k,, und k,, Extinktion 
der Komponenten bei 1 cm Schicht. Setzt man bei bestimmten 
Gemischen die «-Werte in die Formel (1) ein und rechnet den 
Ausdruck aus, so erhalt man eine Gleichung: 


(2) ¢, = Archm, 853 — B+ ki, 843 (Hormon) 
(3) C, = Crkhm, 843 — D-+k,,, 853 (Begleitstoff) 


Die Ausdriicke A, B, C und D sind errechnet worden und 
werden im folgenden bei den einzelnen Gemischen in ihrer Ab- 
hingigkeit von der Temperatur angegeben werden. Da jedoch bei 
Hormon—Kreatinin-Gemischen die Extinktion nicht der Summe 
der Einzelextinktionen entspricht, sondern bei 8 43 12°/,, bei 
853 24°/, weniger betrigt, sind die Ausdriicke entsprechend korri- 
giert worden (A’, £’, C’, D’). 


Die Arbeitsweise ist bei Gemischen also so, daB man in zwei 
Spektralbereichen — am giinstigsten mit S43 und S853 — die 
Extinktion abliest, daraus k berechnet und diesen Wert in die 
korrigierte Formel (2) bzw. (3) einsetzt. 


Oestron und Kreatinin. Korrigierte Formel fiir 25°: ¢, = 65,4 hs, — 
6,6 Cy = 9,25 Ras = 9,15 | 


Beispiel: Das Gemisch enthiilt 50 mg-°/, Oestron und 10 mg-°/, Krea- 
tinin. Messung bei 5mm, Temp. 25°: k,, = 2,120, k,; = 1,010. Gefunden: 
52,0 mg-°/, Oestron, 10,35 mg-°/, Kreatinin. 


Androsteron und Testosteron. Korrigierte Formel fiir 25°: ¢, = 
87,2 Kus sata 43,3 Bas? C4 == 55,8 leas — 51,5 kes. . 


Beispiel: Das Gemisch enthiilt 16,6 mg-°/, Androsteron und 37,5 mg-°,, 
Testosteron. Messung mit 5 mm Schicht, Temp. 25°: 4,43 = 1,830, k;, = 1,098. 
Gefunden: 16,6 mg-°/, Androsteron und 45,5 mg-°/, Testosteron. 


*) Die Ableitung der Formel ist in der Gebrauchsanweisung zu dem 
Pulfrich-Zeissphotometer, 8. 31, nachzulesea. 
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Anwendung auf Harnextrakte. 


l bei dey Versetzt man alkoholischen Harnextrakt nach der oben ge- 
er Rege| gebenen Vorschrift mit Dinitrobenzol und Lauge, so erhilt man 


gelbbraunliche bis violettbriunliche Farblésungen, deren Extink- 


leait: tionskurve in ihren Absorptionsquotienten Gemischen von etwa 
ltle i ° oa —— ° 
° 95°/, Androsteron mit etwa 5°/, Kreatinin entspricht. 
Verfahren zur Extraktion von Androsteron aus Harn. 100 ecm 
Harn werden mit 10 cem verdiinnter Schwefelsiiure versetzt und in einem 
Fliissigkeitsextraktionsapparat 20 Stunden mit einem Lipoidlésungsmittel 
extrahiert. Der gelbbraune Extrakt wird bei zweimaligem Waschen mit 


tinktion 15°/jiger Lauge fast farblos. Die Léisung wird eingedampft und der braune 
immten f Riickstand in absolutem Athylalkohol aufgenommen. Die schwach gelbliche 
et den Lisung wird in ein MeBSkélbchen filtriert und auf 10 cem aufgefiillt. (Man 


fille immer auf den 10. Teil der angewandten Harnmenge auf!) Dieser 
Alkoholextrakt wird mit den Reagenzien versetzt. 

Zur Kompensation der Eigenfarbe des Extraktes mu8 man bei der 
Messung zwei weitere Kiivetten mit der halben Schichtdicke der MeBlésung 
vorschalten. Davon ist eine mit dem alkoholischen gefiirbten Extrakt ge- 
fiillt, die andere mit reinem Alkohol, z. B.: 


























n und 
Links: MeBkiivette Rechts: 1. Kompensationskiivette 
er Ab- ' ane 
a Hormonlésung + Reagens Alkohol + Reagens 
nd in Schicht z. B. 20 mm Schicht 20 mm 
summMe , - > , - 
_* 3. Kompensationskiivette 2. Kompensationskiivette 
*. - | absoluter Athylalkohol alkoholischer Harnextrakt 
orri- Schicht 10 mm Schicht 10 mm 
Man mibt die Extinktion mit Filter $ 43 und S 53, bestimmt die Tempe- 
n Zwei ratur und wendet die Formel fiir Androsteron—Kreatinin-Gemisch an. 
— die Tabell 
in die — 
Androsteron—Kreatinin-Gemische. 
Korrigierte Formeln fiir den Temperaturbereich 20—25°. 
Temp. °C A’ B’ Temp. °C A’ B’ 
Krea- f 20 92,5 9,35 23 72,5 7,33 
inden: § 21 85,4 8,63 24 66,9 6,75 
22 78,7 7,95 25 61,6 6,22 
." Beispiele: 160 cem Miinnerharn werden 8 Stunden mit Benzol extra- 
hiert, Alkoholextrakt 10 cem. 
mg-/, 1. Messung: Schicht 10 mm, &,, = 0,172, /,, = 0,068, Temp. 24°; Hor- 
1,098. F monkonzentration des Alkoholextraktes 3,39 mg-°/,, d. h. in 1 Liter Harn 


2,12 mg Androsteron. 

2. Messung: Schicht 10 mm, &,, = 0,123, /;, = 0,060, Temp. 22°; Hor- 

oo monkonzentration des Alkoholextraktes 3,73 mg-°/,, d. h. in 1 Liter Harn 
: 2,33 mg Androsteron. 
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1000 cem Frauenharn (normal) werden eingedampft und mit Chloro- 
form extrahiert. Alkoholextrakt 8 ccm. Schicht 5 mm, ky, = 3,84, ks, = 3,18, 
Temp. 25°; Hormonkonzentration des Alkoholextraktes 172,2 mg-°/,, d. h. in 
1 Liter Harn 13,8 mg Androsteron. 

Fiir die Bestimmung von Oestron in Schwangeren- und Pferdeharm 
miissen die nachstehenden Werte in die Gleichung (2) eingesetzt werden: 


Tabelle 9. 
Oestron—Kreatinin-Gemische. 
Korrigierte Formeln fiir den Temperaturbereich 20—25°. 






































Temp. °C A’ a Temp. °C A’ B 
20 97,4 9,85 23 16,6 1,15 
21 89,8 9,10 24 70,8 7,15 
22 83,0 8,40 25 65,4 6,60 


























Fiir die Brauchbarkeit der Methode spricht, daB ein Zusatz 
von reinem Androsteron zu einem Harnextrakt quantitativ wieder- 
gefunden wurde. Beispiel: 

Die Konzentration des Harnextraktes an Androsteron war 10,53 mg-°/, 
+ 10 mg zugesetzt = 20,53 mg-°/, insgesamt. 

Messung bei 5 mm Schicht, Temp. 23°; k,, = 0,460, k;, = 0,340. Ge- 
funden 21,2 mg-°/, Androsteron. 

In Ubereinstimmung mit den Angaben von Cohen und Marrian’), 
Adler’), Ito*), daB Androsteron im Harn noch in einer unwirksamen Form 
vorhanden ist, finde ich nach Hydrolyse héhere Werte als vorher, z. B.: 

A. 100 cem Harn + 10 cem verdiinnte Schwefelsiiure werden mit Ather 
41/, Stunden extrahiert. Gefunden 108,6 mg-°/, im Extrakt. 

B. 100 ccm des gleichen Harns werden in 10°/,iger schwefelsaurer 
Lésung 30 Minuten zum Sieden erhitzt, dann 4'/, Stunden mit Ather extra- 
hiert. Gefunden 154,1 mg-°/, und 151,4 mg-°/). 

Bei der colorimetrischen Bestimmung erfihrt man die Summe 
der eine freie Ketogruppe tragenden Sterine. Dieser Wert ist 
héher als der physiologisch ermittelte. Nach dem Tierversuch 
kommt Oestron in normalem Harn sowohl bei Minnern (0,001 bis 
0,005 mg/Liter) wie bei Frauen (0,005—0,030 mg/Liter) nur in 
nicht mehr faBbaren Mengen vor, dagegen Androsteron mit etwa 
1 mg/Liter bei Minnern und 5—10 mg/Liter bei Frauen. Dehydro- 
androsteron (mit aktiver Methylengruppe!) ist mit ebenfalls 1 mg/Liter 
im Minnerharn vorhanden. 


An dieser Stelle darf ich allen denen danken, die mich bei der vor- 
liegenden Arbeit unterstiitzt haben: Der Liebig-Gesellschaft; der Firma 
Carl Zeiss, Jena; C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim; Ciba, Berlin; 
F. Hoffmann-la Roche, Berlin; Promonta, Hamburg und Schering- 
Kahlbaum, Berlin. SchlieBlich danke ich Herrn Prof. Dr. Miihlens und 
Herrn Dr. Weise fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes. 
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Reaktionsmechanismus und Konstitution der entstehenden Farb- 


salze. Den Reaktionsmechanismus der Farbreaktionen von Kér- 


pern mit aktivierten Methylengruppen mit Polynitrokérpern und 
Lauge habe ich an anderer Stelle auseinandergesetzt’). Danach 


handelt es sich primar um eine Anlagerung von Kaliumathylat 


an den Nitrokérper und darauffolgende Abspaltung von Alkohol 
zwischen dem ersten Anlagerungsprodukt und der aktiven Kom- 
ponente nach dem Schema: 
NO, - NO, 
| H 
~\ KocH P= Z 
0.N—{ ) ———e loon ye O-C,H, + H-—CH 
Das bei Androsteron entstehende Farbsalz ist demnach fol- 
cendermaBen zu formulieren: 


ON NOO'-— 
NA 
Cu HB J 
Pl ee : 
. | a Kt 
fr 


Entsprechendes gilt fiir die andern Keimdriisenhormone mit 
aktiven Methylengruppen. 
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Beitrige zur Biochemie des Fluors. 


I. Uber den Antagonismus zwischen Fluor und Thyroxin. 





Von 


Kurt Kraft. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akad. der Wissenschaften zu Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. November 1936.) 


Im Laufe der letzten Jahre ist man in steigendem Mabe 
auf die wichtige Rolle aufmerksam geworden, die das Fluor in 
Organismus spielt. Ich weise dabei nur kurz hin auf die spezi- 
fische Hemmung der Hydrolyse von Hexosediphosphorsiiure und 
die Hemmung der Milchsiurebildung'), auf die Bezichungen zwischen 
Fluorgehalt und Gerinnung des Blutes’), auf die in Gegenden mit 
stark fluorhaltigem Trinkwasser auftretenden Zahnschiiden %). EKinen 
besonders wichtigen Faktor scheint das Fluor, bzw. eine fluor. 
haltige Komponente bei den von der Schilddriise gesteuerten Vor: 
gingen darzustellen. 


FuBend auf den Arbeiten von Bircher*), Gautier®) u. a. stellte 
Goldemberg®) fest, daB bei Kaninchen und Ratten, die lange Zeit mi 
Natriumfluorid gefiittert werden, Kropfbildung bzw. ein dem Kretinismu: 
ganz iihnlicher Zustand eintritt. Andererseits zeigte er, dab die Symptome 
von Morbus Basedow und anderen Schilddriisenerkrankungen durch Fluoride 
aufgehoben oder gebessert werden. Diese klinischen Befunde, denen er 
einen ,,Antagonismus zwischen Jod und Fluor“ zugrunde legt, wurden bali 
von anderer Seite bestiitigt’). Die auf Grund eines besonders groBen Material: 
gesammelten Erfahrungen von May und Mitarbeitern auf dem Gebiet de: 
Fluorbehandlung*) veranlaBten mich, einige Untersuchungen iiber die Ar 
dieses Antagonismus in Angriff zu nehmen. 


1) Embden, Handb. d. Physiol. 8, I, 417 (1925); v. Euler, Myrbiick 
u. Karlsson, Diese Z. 148, 243 (1925): Meyerhof, Biochem, Z. 17%, 
462 (1926). 

*) Stuber u. Lang, Biochem. Z. 212, 96 (1929). 

3) Smith, Ind. Eng. Chem. anal. Ed. 7, 23 (1935). 

4) Z. exper. Path. u. Ther. 11, 1 (1911). 

5) Bull. Soe. chim. [4] 13, 909 (1913); [4] 14, 241 (1914). 

6) J. Physiol. et Path. gén. 25, 1 (1927). 

‘) W. May u. E. Schwarz, Fortschr. Med. 50, Nr. 14 (1932); Klin. 
Wschr. 14, 790 (1985); Gorlitzer, Med. Klin. 28, 717 (1932) u. a. 

*) Herrn Sanititsrat Dr. May, Waldsanatorium Kreuth, der mir sein¢ 
Kasuistik und physiologischen Befunde liebenswiirdigerweise zugiinglich > 
machte, méchte ich auch an dieser Stelle bestens danken. 
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Als wichtigste erschien mir zunichst die Frage, ob die spezi- 


fischen Wirkungen nur auf das Fluorion zuriickzufiihren sind, 

‘oder ob organische Fluorverbindungen sich grundsiitzlich ebenso 

‘ yerhalten. Durch die Arbeiten von Schiemann}) sind eine Reihe 

‘organischer, vor allem kernfluorierter aromatischer Fluorverbin- 

' dungen zugiinglich geworden. Zur Priifung einiger dieser Substanzen 

‘neben Natriumfluorid verwendete ich den Gudernatschschen 
Kaulquappentest ”). 


Er beruht darauf, dab die Metamorphose von Amphibienlarven durch 
geringen Thyroxin-zusatz zum Lebewasser der Tiere auferordentlich be- 
schleunigt wird. Bei Kaulquappen, die zu Beginn des Versuchs nur 


' Hinterbeine besitzen, diuBert sich dies in Einschniirung des Leibes, Durch- 
_ prechen der Vorderbeine und Verkiirzung des Schwanzes. 
- behandelten Kontrolltiere weiter wachsen, hat man in den auftretenden 
_ Liingenunterschieden ein leicht feststellbares Mab fiir die Thyroxinwirkung. 
 Gibt man nun einer dritten Serie von Tieren auBer dem Thyroxinzusatz 
' noch Stoffe, die die Thyroxinwirkung aufheben, so miissen diese Tiere bei 
_ geeigneter Dosierung ein den Kontrolltieren dhnliches Wachstum zeigen, 
_ innerhalb der Versuchsdauer also im Larvenzustand verharren. 


Da die un- 


Eine mit diesem Test festgestellte antithyreoidale Wirkung 


geht, wie verschiedentlich*) beobachtet wurde, parallel mit einer 
_ solchen beim Menschen (Basedow-therapeutika), Nachdem nun mit 
_ fluorhaltigen Priiparaten von mehreren Seiten eine giinstige Beein- 


flussung von M. Basedow festgestellt worden war, war anzunehmen, 


_daB sich diese im Gudernatschschen Versuch entsprechend ver- 
_halten wiirden. 


Zunichst wurde Natriumfluorid auf seine Wirkung gegen Thyroxin 
gepriift. Fiir diese und alle folgenden Versuche wurden je 5 Kaulquappen 
Bei dem tiglichen Wasser- 
wechsel erhielten die Tiere jeweils wieder frische Zusiitze von Thyroxin 
und Fluorverbindungen. Gefiittert wurde mit geschabtem Fleisch und ge- 
kochtem Salat. Fiir die Versuchsreihe I wurden Quappen von Rana tempo- 
raria in vollkommenem Quappenstadium (ovaler Rumpf, nur Hinterbeine 
durechgebrochen) verwendet, Versuchsdauer 8 ‘Tage. Die Versuchsreihe II 
mit Krétenkaulquappen (Bufo vulgaris) wurde am 4. Tage abgebrochen, da 
die hohe Thyroxindosis den Zustand der Tiere zu stark beeintrichtigte. 
Fiir die Versuchsreihe III wurde ein Stadium gewiihlt, in dem die Tiere 
(Bufo vulgaris) kurz vor der Metamorphose standen, aber ebenfalls noch keine 
Vorderbeine hatten. Da die Kontrolltiere selbst hier schon eine langsame 
Verkiirzung des Schwanzes innerhalb des 9tigigen Versuches aufwiesen, ist 
bei den Tabellen dieser Reihe in einer 4. Zeile die Differenz zum Wachstum 
der Kontrolltiere als Mab angegeben. 


1) J. prakt. Chem. 135, 101 (1932); 143, 18 (1935) u. a. 
®) Arch. Entwickl. 35 (19138). 
*) Schifer, Klin. Wschr. 15, 406 (1936). 
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Natriumfluorid und Thyroxin. 


Versuchsreihe I. 





Durchschnittliche Lingenmafe in mm 














Glas 2 


Glas 1 | 











Anfang... .| 36,4 36,6 

Ende... | 906 | 280 

Differenz . | + 32 an 7,8 
“Zustand |Quappen-|vollst. | 
der Tiere zustand | umgewandelt | 





Glas 3 


+307 NaF 


=147y F | 


89,6 


ne vr — 


fast voilst. 
umgewandelt 


| 15 y Thyroxin | 
Kontrolle) 15 y Thyroxin | 


Glas 4 


15 y Thyroxin 
+1207 NaF 
= 54y F 


87,6 
36,0 


= $2 
fast vollst. 
umgewandelt 


Aus der Tabelle geht eine deutliche Hemmung der Thyroxin- 
wirkung durch Natriumfluorid ') hervor, doch vermégen iiber 100 y NaF 
die Wirkung von 15 y Thyroxin noch nicht aufzuheben. Die zwei 
nichsten Versuche bringen daher die Befunde bei griBeren Dosen. 


Versuchsreihe II. 


























Durehschnittliche LingenmaBe in mm 
Glas 1 | Glas 2 Glas 3 Glas 4 
| 18 y Thyroxin | 18 y Thyroxin 
Kontrolle| 187 Thyroxin| + 5657 NaF | + 11307 NaF 
= 2517 F = 5027 F 
Anfang. . .. | 19,2 20,4 18,6 21,6 
Ende... ..| 19,7 19,7 18,2”) 21,5*) 
Differenz a a — 0,7 — 0,1 — 0,1 


*) Am 4. Tage tot. 


Versuchsreihe III s. nichste Seite! 


Erst tiber 1 mg Natriumfluorid, entsprechend 500 y Fluor, 
vermag demnach die Wirkung von 15 y Thyroxin aufzuheben. (Die 
Streuung ist bei diesen Versuchen naturgemiB ziemlich betriicht- 
lich. Bei so hohen Dosen macht sich auBerdem der toxische Ein- 
tftu8 schon sehr stérend bemerkbar. 

') In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, daB Gorlitzer (Arch. 
ft. exper. Path. 165 (1932), Med. Klin. 28, 717 (1932) mit 40 mg FluBsidure in 
1 Liter Wasser bei Kaulquappen eine deutliche Entwicklungshemmung beob- 
achten konnte. 

















































Beitriige zur Biochemie des Fluors. 
Versuchsreihe III. 
Durchschnittliche Lingenmafe in mm 
Glas 1 | Glas 2 | Glas 3 | Glas 4 
| 15 y Thyroxin | 15 y Thyroxin 
las 4 Kontrolle| 15 y Thyroxin| + 5657 NaF | + 11307 NaF 
‘hyroxin | | = 2dly k = 002 7 F 
4y F Anfang. .| 27,8 27,6 29,0 30,2 
76 puinde.....| 26, 25,5 26,6 29,8%*) 
} 9 —_— ' 
6.0 | - Differenz . | — 1,5 ~ 2,1 | — 25 — 0,4 
ba 
16 Ditferenz zu | 
oe Kontrolltieren a | — 0,6 | — 0.9 ig 
vollst. *) Am 7. Tage tot. 
vandelt 
Fluorbenzoesdure und Thyroxin. 
1VYOXxin- ; ‘ ‘ 
v4 Nak Zur Untersuchung organischer Fluorverbindungen wurde zu- 
ANG % es 
ea niichst o-Fluorbenzoesiiure verwendet. 
ZWe 
Dosen. Versuchsreihe LI. 
Durchschnittliche LiingenmaBe in mm 
Glas 1 Glas 2 | Glas 3 Glas 4 Glas 5 
| 157 Thyroxin | 15 y Thyroxin | 157 Thyroxin 
is 4 —s sy | +81 y Fluor-| +3257 Fluor- | + 9707 Fluor- 
; ' Thyroxin| benzoesiiure | benzoesiiure  benzoesiiure 
hyroxin =llyF | =447F = 1327 F 
Y Nak ee. eee Lae Sra ON. ee ae Y 
27 F Anfang . | 36,4 36,6 30,5 28,7 40.5 
6 Ende. .| 396 | 28,8 | 28,8 27,6 38,4 
(b*) Ditlerenz | +32 | -78 | -1,7 — 1,1 — 2,1 
1 Zustand |Quappen- vollst. um- vollst. fast volist. | fast vollst. 
d. Tiere | stadium gewandelt umgewandelt | umgewandelt | umgewandelt 
1 Tag n. | 
Versuchs- | 
Fluor, | ende | 2 Tiere tot 5 Tiere tot 2 Tiere tot 
n. (Die Die o-Fluorbenzoesiiure erwies sich als stark giftig (die Ver- 
sol SUIS | 
om suchsreihe IT lieferte hier wegen des schon am 2. Tage einsetzenden 
le uln- 


Todes der meisten Tiere tiberhaupt kein brauchbares Ergebnis), 
so daB sich aus den obigen Befunden nur annihernd folgern 1aBt, 
r (Arch. — “a5 etwa 2 mg o-Fluorbenzoesiure (= 300 y F) die Wirkung von 
jure in 1) y Thyroxin aufheben. Immerhin zeigt sich schon hier, dab 
ig beob- organisch gebundenes Fluor sich in diesem Test grundsiitzlich 









Kurt Kraft, 





















Versuchsreihe III. 





Durechschnittliche LiingenmaBe in mm 
Glas 1 | Glas 2 | Glas 3 | Glas 4 
| 15 y Thyroxin | 15 y Thyroxin 


Kontrolle : 15 y Thyroxin + 2,2mg Fluor- | + 4,4mg Fluor. 





benzoesiiure | benzoesiiure 

= 300 7 F = 600 y F 
Anfang... .| 27,8 | 27,6 | 28,9 | 28,8 
Ende.....| 263 | 25,5 28,1 282°) 
Differenz. . . | is — 21 | —0,8 — 0,6 
Differenz zu i = 
Kontrolltieren -- — 0,6 | + 0,7 + 0,7 





*) Am 6. Tage tot. 


ebenso verhilt wie lonogen gebundenes, wenn auch die starke 
Giftigkeit eine therapeutische Verwendung von o-Fluorbenzoesiiure § 
ausschlieBen wird. 

Uberraschend gute Ergebnisse zeitigten nun die Versuche 
mit dem in seiner Konstitution dem Thyroxin nahestehenden § 
3-F luortyrosin '). 

3-Fluortyrosin und Thyroxin. 


Versuchsreihe I. 











Durchschnittliche LingenmaBe in mm 
Glas1 | Glas 2 Glas 3 Glas 4 Glas 5 
| 15y Thyroxin | 15y Thyroxin | 15 y Thyroxin | 
ly | + 33 7 + 99 7 | + 330 v 
Hontrolle Thyroxin | Fluortyrosin  Fluortyrosin | Fluortyrosin 
= 3.27 F = 967 F = 827 F 
Anfang. | 36,4 | 36,6 33.6 32,8 85,4 
Ende. . | 39,6 | 28,8 30,1 29,5 37,3 
Differenz | +32 | —7,8 -35 | -383 | +19 
Zustand Quappen- \vollst. um-| fast vollst. | fast vollst. | Quappen- 
d. Tiere | stadium |gewandelt) umgewandelt | umgewandelt stadium 





Schon die erste Versuchsreihe ergibt, daB 330 y Fluortyrosin 
(= 32 y F) das vorhandene Thyroxin in seiner Wirkung zunf 
eréBten Teil aufheben. Die beiden nachsten Ansiitze bringen mit f 
héheren Dosen entsprechende Befunde. 


') Schiemann, J. prakt. Chem. 135, 101 (1932). 
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Beitriige zur Biochemie des Fluors. 


Versuchsreihe II. 











Durchschnittliche Linge in mm 


Glas 2 Glas 4 
18 y Thyroxin 
+ 990 y Fluor- 


Glas 3 
18 y Thyroxin | 
+ 330 y Fluor- | 


Glas 1 





| 
| 
Kontrolle 18 y Thyroxin 














tyrosin tyrosin 
= = 32 a il = 97 F 
Anfang. | 19,2 20,4 20,4 | 19,3 
Ende | 19,7 19,7 | 20,4 | 19,8 
Differenz . ie | =—o9 | +0 + 0,5 
Versuchsreihe III. 
Durchsehnittliche Liingenmabe in mm 
Glas 1 Glas 2 Glas 3 | Glas 4 Glas 5 
(15y Thyroxin 15 y Thyroxin | 157 Thyroxin 
- : lsy | + 380y7 + 660 7 + 990 7 
Kontrolle Thyroxin, Fluortyrosin | Fluortyrosin | Fluortyrosin 
| = 82y il = 647 F = 9% 7 F 
Anfang . ft. o7,8 |. 27,6 | 274 | 26,3 248 
Ende. . | 263 | 25,5 | 25,8 248 | 24,0 
Differenz | ~ is - BI —* ~ {| «ey 
Differ. z. | 
Kontroll- | | 
tieren. . — — 0,6 — 0,6 | + 0 | + 0,7 


Ks ergibt sich deutlich, daB die Wirkung von Thyroxin durch 
entsprechende Dosen von 3-Fluortyrosin vollstiindig aufgehoben 
werden kann und zwar sind fiir 15 y Thyroxin etwa 700 y Fluor- 
tyrosin (mit etwa 70 y Fluorgehalt) notwendig. Das ist nur ein 
Bruchteil der im gleichen Fall auf Fluor bezogenen Menge, die 
von Natriumfluorid bzw. o-Fluorbenzoesiure erforderlich ist, wobei 
besonders ins Gewicht fillt, daB 3-Fluortyrosin in keinem Falle 
toxische Eigenschaften gezeigt hat. 

Diese “erstaunlich giinstige Wirkung von Fluortyrosin im 
Gudernatschschen Kaulquappentest steht in bester Uberein- 
stimmung mit den klinischen Befunden von W. May, der dem- 
nichst ausfiihrlich iiber einige hundert Fille von M. Basedow 
berichten wird, bei denen sich Fluortyrosin ausgezeichnet bewihrt 
hat, sowie mit den histologischen Untersuchungen von Litzka}). 
Ks wire denkbar, dab der im Blut vermutete ,antithyreoidale 





1) Klin. Wschr. 15, 1568 (1986). 


















































64 Kurt Kraft, Beitrige zur Biochemie des Fluors. 


Schutzstoff“ eine fluorhaltige Substanz ist (vielleicht steht sie in 
ihrer Konstitution dem Fluortyrosin nahe) oder zur Auslésung 
seiner Wirkung eine fluorhaltige Komponente notwendig ist. Tat. 
siichlich finden sich im Blut betriichtliche Mengen Fluor und ¢; 
ist bestechend nachzurechnen, daB das Verhiltnis Jod: Fluor in 
normalem Menschenblut?) (14 7-°/,:100 y-°/,) = 1:7 dem Verhiiltnis 
von Thyroxin: Fluortyrosin im Kaulquappentest (15 vy: 700 y) un. 
gerechnet auf Jodgehalt: Fluorgehalt (10 7:70 vy) = 1:7 auffallen( 
entspricht. Erwartungsgemiif enthalten auch die als Basedov.- 
therapeutika seit lingerem verwendeten Organ- bzw. Blut-extrakte 
Tyronorman und Solvitren Fluor; ich werde iiber diese Befunde 
im Zusammenhang mit Fluoranalysen von normalem und Base- 
dowikerblut, sowie verschiedenen ‘T'rink- und Mineralwiissern ge- 
sondert berichten. 

Man kénnte auf die Vermutung kommen, daf die eben be- 
sprochenen physiologischen Wirkungen des Fluortyrosins in Ana- 
logie zu setzen sind mit den eingangs erwiihnten spezifischen 
Hemmungseinfliissen der Fluoride auf enzymatische Vorgiinge. 
DaB dies nicht der Fall ist, zeigten einige liebenswiirdigerweis: 
von Herrn Doz. Dr. W. Franke und Dr. Hasse, denen ich dafiir 
zu groBem Danke verpflichtet bin, in dieser Richtung unter- 
nommene Versuche. Es wurde zunichst die Hemmung der Hefe- 
girung untersucht. Wihrend dabei Natriumfluorid in 0,5°/,iger 
Lésung eine praktisch vollstindige, in 0,12°/,iger Liésung eine 
98°/,ige Hemmung hervorrief, gab Fluortyrosin in 0,5°/)iger 
Lésung nur eine Hemmung von etwa 10°/,, die vielleicht gar 
nicht einmal einer Fluorwirkung zuzuschreiben ist. Bei einem 
zweiten Versuch iiber Milchsiurebildung durch Froschmuskel- 
extrakt wurde analog eine deutliche Hemmung durch Natriun- 
fluorid in obigen Konzentrationen gefunden, wihrend Fluortyrosiu 
keinen Effekt hervorrief. Offensichtlich handelt es sich bei diesen 
erst in relativ hohen Dosen (2,3 g F im Liter) erfolgenden Be- 
einflussungen enzymatischer Vorgiinge durch Fluorionen um etwas 
grundsitzlich anderes als bei den oligodynamischen Wirkungen, 
wie sie im Kaulquappentest (0,00023 g F im Liter) und den klini- 
schen Befunden zum Ausdruck kommen, wo sehr wahrscheinlich 
eine spezifische organische Bindung des Fluors die ausschlag- 
gebende Rolle spielt. 


) Es sind hier Mittelwerte aus einer Reihe von Analysen verschiedener 
Bearbeiter genommen. 
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Tat. 2 


Uber die Natur der Arginase. 


Von 


S. Edlbacher und A. Zeller. 
(Unter Mitwirkung von Marie Becker.) 





(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1936.) 


Schon 1932 konnten wir gemeinsam mit J. Kraus und 
G. Walter!) zeigen, da8 das harnstoffbildende Ferment, die Argi- 
nase, bei saurer Reaktion mit Komplexbildnern wie Blausiure, 
Cystein usw. stark hemmbar ist, wihrend Cyanwasserstoff und 
Kohlenoxyd bei alkalischer Reaktion, insbesondere beim Wirkungs- 
optimum p,, 9,4, ohne Kinflu8 sind, dab aber SH-Kérper bei dieser 
Reaktion stark aktivieren [vgl.auch Edlbacher und W.Kutscher?*)]. 

Wir warfen damals schon [*), 8. 76] die Frage auf, dab 
moglicherweise Arginase ein Schwermetallenzym im Sinne War- 
burgs sein kénnte. In unserer letzten Mitteilung*) wurde dann 
iiber die Aktivierung durch Mangansalze berichtet und wir konnten 
in Ubereinstimmung mit G. Klein‘) zeigen, daB dieses Metall be- 
sonders starke Aktivierungseffekte hervorbringt im Gegensatz zu 
Kisensalzen, die viel schwicher oder in vielen Fiillen gar nicht 
wirken, E. Waldschmidt-Leitz®), L. Hellermann und M.E. Per- 
kins®) haben ebenfalls den aktivierenden Einflu8 von Eisen sowie 
von Kobalt und Nickelsalzen beobachten kénnen, aber bei allen 
von uns durchgefiihrten Versuchen erwies sich das Mangan immer 
als der stiirkste Aktivator. So konnten wir in der genannten 
Arbeit zeigen, daB bei Versuchen mit Taubenorganen die Knzym- 
wirkung durch Mangan so stark hervorgelockt werden kann, daf 
‘aubennieren-extrakte sich beziiglich ihrer Arginaseaktivitat wie 
Siugerlebern verhalten, und wir haben diese ganz einzigartige 
michtige Hervorrufung einer Enzymwirkung als ,,Proklesis“ be- 
zeichnet. 

) Diese Z. 206, 65 (1932). 

3) Diese Z. 242, 253 (1936). 
°’) Diese Z. 215, 64 (1933). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 


*) Diese Z. 207, 1 (1932). 

4) Diese Z. 235, 246 (1935). 

6) J. of Biol. Chem. 112, 175 (1935). 
CCXLV. 5 
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Wie wir nun fanden, geht diese Proklesis der Arginase mit 
Mangan nur im alkalischen Gebiet vor sich, wihrend dieses Metall 
im sauren Gebiet (in dem die Blausiiure stark hemmt), fast ohne 
jeden EinfluB ist. Wir untersuchten nun die Manganaktivierung 
bei Gegenwart von Blausiure und fanden einwandfrei, daB diese 
den Aktivierungsvorgang bei alkalischer Reaktion nicht im ge- 
ringsten beeinfluBt, die Harnstoffbildung bei Gegenwart von Mangan 
ist mit und ohne Blausiure gleich grof. 

Nun hat O. Warburg?) andererseits gezeigt, daB man Eisen- 
und Mangankatalysen, insofern es sich um Oxydationsenzyme 
handelt, durch ihr Verhalten gegen Blausiiure unterscheiden kann. 
Kisenkatalysen werden gehemmt, Mangankatalysen nicht. Anderer- 
seits mu8 man nach R. Willstatter annehmen, daB ein Enzym 
aus kolloider Tragersubstanz und Wirkungsgruppe besteht. Uber- 
triigt man alle diese Gesichtspunkte auf unser Problem, so be- 
stehen zuniichst zwei Méglichkeiten: 

Kinmal kénnte man auf Grund der Blausiurehemmung des 
Enzyms im sauren Gebiete annehmen, daf die Wirkungsgruppe 
der Arginase Kisen enthalt. Der Einwand, daB Kohlenoxyd 
keine Arginasehemmung bewirkt, ist hinfillig, denn verschiedene 
eisenhaltige Phenoloxydasen werden ebenfalls durch Kohlenoxyd 
nicht beeinfluBt. Die andere Méglichkeit ware die, daB das in 
allen tierischen Organen mit Sicherheit nachgewiesene Mangan 
den wesentlichen Teil der Wirkungsgruppe der Arginase 
bildet, indem es als solches oder in Form einer Komplex- 
verbindung mit einem kolloiden Triiger vergesellschaftet ist. Nun 
kénnten Traigersubstanz und Wirkungsgruppe in den verschiedenen 
Organen in wechselndem Verhiltnis vorhanden sein, und unter 
dieser Annahme wire die Arginaseaktivitait der verschiedenen Ge- 
webe durch das wechselnde Verhiltnis von Mangan und Triger 
bestimmt. 

Man kénnte sich vorstellen, dai in manchen Organen, wie 
z. B. im Hiihnermuskel, die eine Komponente (die Tragersubstanz) 
ganz fehlt und demnach wire es auch unméglich, durch Zusatz 
von Mangan die Komplettierung des Systems zu erreichen, was 
wieder mit unseren Versuchen vollkommen iibereinstimmen wiirde. 
Die Vogelleber enthalt andererseits gréienordnungsweise die gleiche 
Menge Mangan wie Siugerleber und dennoch gibt sie fast keine 
Arginasereaktion. Man miiBte in diesem Fall annehmen, daf auch 


1) Biochem. Z. 238, 245 (1931). 
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> mit F jn diesem Organ im Gegensatz zur Siugerleber nur minimale 
letall § Mengen von Triger auftreten, denn durch Manganzusatz ist wohl 
ohne § cine Aktivierung zu erreichen, die aber lange nicht so stark ist 
Pung wie bei der Taubenniere, bei der wieder durch Mangan Akti- 
diese | vierungen erzielt werden kénnen, dab die Enzymlésungen an- 
al niihernd so stark spalten wie Siugerleberextrakte. 
= = G. Bertrand und seine Mitarbeiter haben in zahlreichen 
| Arbeiten auf die weite biologische Verbreitung des Mangans hin- 
canal vewiesen, und von den neueren Arbeiten iiber sein Vorkommen 
yme fF ej hier nur auf die Untersuchung von Reimann und Minot?) 
ann. — hingewiesen, in der auch die diesbeziigliche Literatur angefiihrt 
Ter- — ist, Es ist sicher auffallend, daf das an Arginase reichste Organ, 
7 die Siugerleber, den héchsten Mangangehalt aufweist. So sind 
ber- 2, B. in 100 g frischem Organ in den Lebern etwa 0,3 mg, in den 
be- — \Nieren 0,1 mg, in Lungen 0,01 mg und per Liter Blut 0,02 mg 
Mangan enthalten. Wie wir uns nun iiberzeugten, enthialt z. B. 
des auch die 'aubenleber gréBenordnungsweise die gleiche Menge 
ppe Mangan wie Siugerlebern. 
xyd ff Derartige Aktivierungseffekte, wie wir sie beobachten kénnen, 
nee sind natiirlich abhingig von den AffinititsgréBen der reagierenden 
yd Stoffe. Wir verwenden bei unseren Versuchen Mangan-Konzen- 
o trationen von m/1000. Dies sind ganz unphysiologisch hohe 
sn Konzentrationen, und man kénnte sich demnach vorstellen, daf 
= das Gleichgewicht dadurch radikal verschoben wird und maximale 
on Bindung des Trigers stattfindet, denn unter natiirlichen Ver- 
a hiltnissen ist z. B. am Hauptorte der Arginasespaltung, in der 
an Siugerleber, die Mangankonzentration a priori niemals so hoch, 
a demnach bewirkt Manganzusatz jedesmal Aktivierung?). Die Musku- 
“a latur wieder hat viel geringeren Mangangehalt, demnach kaum 


Arginasespaltung, aber unter der Annahme, daB reichlich Triger- 
_ substanz vorkommt, erklart sich die groBe Aktivierung durch 
1€ —  Metallzusatz, wie sie G. Klein (a. a. O.) als erster beschrieben hat. 


1Z) ” — 
Versucht man nun Leberasche zur Aktivierung zu _ ver- 

tz . . . ee = = 

| wenden, wie wir dies auch durchfiihrten, so ist infolge des ge- 

aS ag 

‘ ringen Mangangehaltes der Asche keine nennenswerte Aktivierung 

“ zu erhalten, was wieder mit der entwickelten Vorstellung iiberein- 

i. stimmen wiirde. 

h 


1) J. of Biol. Chem. 42, 329 (1920). 
*) Vel. die Arbeit von R. Kuhn u. H. Rudy itiber Lactoflavin und 
Triger, wo ihnliche Verhiltnisse vorliegen [Ber. chem. Ges. 69, 2557 (1936)]. 


5 * 
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Fassen wir das bisher Gesagte zusammen, so kénnten wir 
also zwei Annahmen machen: Entweder es ist das Eisen oder das 
Mangan an der Wirkungsgruppe beteiligt. Die Hemmungsversuche 
sprechen fiir Eisen, die Aktivierungsversuche fiir Mangan. 


Vergleicht man nun die verschiedenen anderen Metalle auf 
ihren aktivierenden oder hemmenden Effekt, so zeigt sich, dag 
die Schwermetalle wie Kupfer, Quecksilber und Silber die Argi- 
nasewirkung vernichten, wie wir gemeinsam mit unseren Mit- 
arbeitern J. Kraus, F. Leuthardt und F. Koller?) zeigen 
konnten. Nach unseren Untersuchungen sowie nach denen von 
Hellermann und Perkins (a. a. O.) bewirken aber Kobalt- 
Nickel—Zink- und Cadmiumsalze ahnlich starke Aktivierungen wie 
das Mangan, wihrend Kisensalze nach unseren weiter unten mit- 
geteilten Versuchen viel schwacher wirken (vgl. dazu Waldschmidt- 
Leitz, a. a. O.). Durch das Fehlen in normalen Geweben scheiden 
die genannten Metalle mit Ausnahme des Kisens als natiirliche 
Co-Fermente der Arginase aus. Insbesondere die dem Mangan 
fast gleichwertige Wirkung des Kobalts gibt aber zu denken, ob 
die Rolle des Mangans wirklich die biologische Bedeutung hat, 
die oben diskutiert wurde; und man kénnte nun wieder die An- 
nahme machen, daB es eine ganze Anzahl von Méglichkeiten der 
Arginasebildung gibt, von denen vielleicht zwei, die EKisen- und 
Manganbindung, im Leben Realitit haben, und daB bei unphysio- 
logischer Mangananreicherung eine unphysiologische Uber- 
aktivierung stattfindet, analog der Uberaktivierung des Dehydrase- 
systems im Lebedewschen Macerationssaft der Hefe. Wie man 
also aus dieser Darstellung erkennen mag, ist es wohl wahr- 
scheinlich, daB die Arginase ein Metallenzym ist, es ist aber noch 
durchaus unentschieden, welches Metall die Wirkungsgruppe bildet. 


Wir versuchten daher von einer anderen Seite her das Problem 
in Angriff zu nehmen und wandten uns dem Studium des kolloiden 
Trigers zu, indem wir den EinfluB von Trypsin auf die Arginase 
untersuchten. Bei diesen Versuchen wurde immer bei einem p,, 8,8 
gearbeitet, weil bei dieser Reaktion sowohl Trypsin (p,, 8,0) als 
Arginase (p,, 9,4) noch gute Wirkung zeigen. Nun besitzen wiBrige 
Arginaselisungen die stérende Eigenschaft, meistens im Laufe von 
einer Stunde schon auf etwa die Hilfte und in weiteren wenigen 
Stunden auf etwa 1/, ihrer Wirksamkeit abzusinken. Gerade auf 
dieses Verhalten werden wir gleich nachher zuriickkommen miissen. 


1) Diese Z. 227, 599 (1934); Helvet. chim. Acta 17, 1030 (1934). 
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n Wir § is wurden demnach die Versuche in der Anordnung durchgefiihrt, 
rdas fF (a8 Enzymlésung allein und mit Mangan, Enzymlésungen mit 
suche FF ‘{rypsin und mit Mangan bestimmte Zeiten bei 38° bebriitet wurden 
und zwar in der Weise, daB jeweils das Mangan von Anfang an 
e auf [ und auBerdem erst nach der Bebriitungszeit zugegeben wurde. 
_ daB ff Nach den Bebriitungszeiten wurde dann Arginin zugesetzt und 
Argi- — die noch vorhandene Arginaseaktivitat im Zweistunden-Versuch 
Mit- — ermittelt. In analoger Art wurde auch der EinfluB des Eisens 
eigen [F bei gleichzeitiger Trypsineinwirkung untersucht. Diese Versuche 
von — (vgl. Experimenteller Teil, S. 72) zeigen nun das Folgende: 
valt— 1. Trypsin hebt schon nach 1stiindiger Bebriitung die Ar- 
' os ' ginasewirkung zum gréB8ten Teil auf. 
mit- & 


2. Erfolgt bei Beginn des Versuches der Zusatz von Mangan, 


idt- , ere meer 

so bleibt die volle Arginaseaktivitat trotz 24stindiger 

iden m : a , ° ° 

ied 'rypsinbebriitung erhalten. (Wurde das Mangan erst in einem 

AChe os * . : oes 

" spiteren Zeitpunkt zugesetzt, so wird durch das schon in friiheren 
an . . ° . aia 

- ) Arbeiten beschriebene Absinken der Arginasewerte wahrscheinlich 
OD bd e ee ee > 

b , ein Teil der Tragersubstanz zerstért, und dementsprechend findet 
al, 7 . oe . 

is man in diesen Fallen bei Zusatz von Mangan, auch wenn also 
l- ° . . a ° 

kein Trypsin zugegen war, keine so starke Aktivierung als bei 
der , . ? 
sofortigem Zusatz von Mangan. Das kann darauf zuriickgefiihrt 

und . " ; 
' werden, daB entweder die Proteasen des Knzymextrakts oder die 

S16- . x - my . ry\..2 

. Oxydation des Enzyms einen ‘Teil der Trigersubstanz zersetzen.) 
\T- 

se. 3. Erfolgt der Manganzusatz erst nach erfolgter Trypsin- 

an wirkung, so sinkt die Aktivitiit der restierenden Arginase ab, war 

las, die Trypsinwirkung ausreichend, so ist das Mangan vollkommen 

sch @ Wirkungslos geworden. 

let. & 4, Kisensalze (Ferrosalze) erweisen sich in allen Parallel- 

oy, | versuchen als vollkommen wirkungslos. 

len § Aus diesen oft und variiert durchgefiihrten Versuchen mub 

ise man wohl zunachst den Schlu8 ziehen, dab der kolloide Trager 

38 [ Proteincharakter besitzt, insofern nicht durch Spuren von bei- 

ls [— gemengter Amylase Polysaccharidnatur anzunehmen ist; doch ist 

ge [— diese zweite Méglichkeit bei unserer Versuchsanordnung sehr un- 

on wahrscheinlich. Wie Michaelis und Stern’) zeigten, kénnen nun 

on (— Proteinasen durch Mangansalze gehemmt werden. Man kann nun 

uf ( wieder zwei Erklirungen fiir unsere Versuche geben: EKinerseits 

n. kénnte das Mangan mit dem Trigerprotein die voll aktivierte 


1) Biochem. Z. 240, 192 (1931). 
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Arginase geben, die in Form des Manganproteinates dadurch dem 

tryptischen Abbau entzogen wird. Ist durch vorangehende Trypsin- 
bebriitung oder infolge der geringen biologischen Mangankonzen- 
tration der Trager ganz oder teilweise zerlegt worden, so wird 
nachtriglicher Manganzusatz wirkungslos bleiben. Andererseits 
aber kénnte einfach durch die Mangangegenwart die Trypsin- 
wirkung von vornherein ausgeschaltet werden und dadurch die 
volle Aktivitaét der Arginase erhalten bleiben. 

Da nun in allen Organextrakten Proteasen wirksam sind, 
enthilt ein Leberextrakt immer solche Enzyme, und ein grofer 
Teil des Absinkens der Wirksamkeit eines Organfrischextraktes 
wire unter dieser Annahme durch die Tiitigkeit der Organprote- 
asen erklirt. Nimmt man diese Méglichkeit an, so miiBte mai 
daraus den iiberraschenden Schluf ziehen, daB die Arginase- 
aktivitat, die man in einem Organextrakt findet, nur den Rest 
darstellt, der der Wirkung der Organproteasen jeweils entgangen 
ist, und dab der ,,Aktivierungseffekt* der Metalle Mangan, Kobalt, 
Nickel und Cadmium nar in einer Ausschaltung der Arginase- 
zerstorung beruht. Die wahren Arginasewerte wiren demnach nur 
bei Gegenwart dieser Metalle zu ermitteln und um ein Vielfaches 
hoher, als man bisher angenommen hiitte. Da unter Manganeinflub 
Vogelorgane, namentlich Vogelnieren und Muskelgewebe, eine emi- 
nente Harnstoffbildung aufweisen, wiirde diese Annahme zum 
Schlu8 fiihren, daB der grundsiitzliche Unterschied zwischen 
Saéugern und Sauropsiden nicht besteht (vgl. die Mitteilung mit 
A. Zeller, a.a.O.) und die Harnsiurebildung beim Sauropsiden 
nur die Verarbeitung des gebildeten Harnstoffes im Sinne der 
Wienerschen Hypothese betrifit. 

Kiner alleinigen Annahme dieser Ausschaltung der Organ- 
proteasenwirkung stehen aber die von uns und G. Klein (a. a. O.) 
gemachten ungemein intensiven Aktivierungseffekte entgegen, und 
es erscheint uns doch nicht nur als Zufall, da8 das an Arginase 
reichste Organ, die Siugerleber, den biologisch héchsten Mangan- 
gehalt aufweist. 

In unserer letzten Mitteilung zeigten wir, daB die Spaltung 
des unnatiirlichen l-Arginins nur bei hoher Enzymkonzentration 
vor sich geht, und daB die Manganaktivierung eine viel stirkere 
d- als l-Spaltung bewirkt. Da der Traiger wohl sicher optisch 
aktive Struktur besitzt, wird er im oben beschriebenen Sinne durch 
das Mangan entweder komplettiert, oder aber vor dem enzy- 
matischen Abbau geschiitzt. Durch keinen dieser beiden Vorgiinge 
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' wird dadurch eine so wesentliche Erhéhung der Enzymkonzen- 


tration erreicht, wie sie eine energische Spaltung des 1-Arginin 
erfordert. Daraus erklirt sich unser Befund, daf Mangan nur die 
natiirliche d-Argininspaltung aktivieren kann. 

Der starke Hemmungseffekt, den die verschiedenen Amino- 
siuren auf die l- und d-Spaltung in ungefihr gleichem prozentu- 
ellem Mae ausiiben, wird dadurch bewirkt, daB bei unseren Ver- 
suchen mit l-Arginin eine 50mal gréSere Enzymkonzentration zur 
Anwendung gelangte’). 

Das ganze Problem kompliziert sich aber noch durch die von 
uns schon ausfiihrlich beschriebene Steuerung der Arginasewirkung 
durch Sauerstoff und Redoxkérper. Sauerstoff hemmt in energischer 
Weise?) und Cystein, Glutathion usw. schiitzen das Enzym vor der 
Sauerstoffinaktivierung. Es ist also zweifellos, daB eine Koppelung 
des hydrolytischen Argininzerfalls, also der Harnstoffbildung, mit 
oxydativen Vorgiingen besteht, analog der Pasteur-Reaktion. 
Insofern nun unsere weiteren Versuche den klaren Beweis erbringen 
wiirden, daB Eisen oder Mangan oder beide Metalle im vollaktiven 
Arginasemolekiil gebunden sein miissen, um Harnstoffbildung zu 
bewirken, wire ein direkter Einflu8 von Sauerstoff auf das KEnzym 
denkbar. DaB man mit Eisenverbindungen Oxydationskatalysen 
auslésen kann, ist bekannt. von Euler und I. Bolin*) konnten 
auch mit Mangansalzen Oxydationen katalytisch beeinflussen. 

Ob dabei noch eine weitere Komplikation durch Komplex- 
bildung stattfindet, ist nicht eindeutig zu beantworten. Durch das 
Herauslésen der Arginase aus den Organen wird die natiirliche 
Korrelation des ganzen Systems gestért, und es werden sich die 
aufgeworfenen Fragen, besonders die nach der Natur der Wirkungs- 
sruppe der Arginase nur dadurch entscheiden lassen, dab man 
das Enzym einer weitgehenden Reinigung durch die Methoden der 
Adsorption und der Elektrodialyse unterwirft*). Solchen Reinigungs- 
versuchen stand bisher die beschriebene hochgradige Unbestindigkeit 
des Enzyms im Wege. Auf Grund der mitgeteilten Versuche ist es 
uns nun modglich, diese Enzymreinigung vorzunehmen. Wir sind mit 
ihr beschaftigt und behalten uns die Bearbeitung dieser Frage vor. 

1) Diese Z. 242, 259 (1936). 

2) Diese Z. 217, 98 (1983); Helvet. chim. Acta 17, 1030 (1934). 

8) Diese Z. 57, 80 (1908). 

4) Gewisse Unstimmigkeiten, die in bezug auf die Arginasewirkung 
nach Angabe von anderen Autoren [H. Bayerle, H. Borger u. T. Mayr, 
Diese Z. 248, 227 (1936)] bestehen, diirften auf Grund der hier geplanten 


Untersuchungen zu einem einheitlichen Gesichtspunkt zusammengefaBt 
werden kénnen. 
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Experimenteller Teil. 


Wirkung des Mangans bei verschiedener Wasserstoff-Ionenkonzentration 

Meerschweinchen-Niere wird 1:5 mit Glycerin und Quarz ver- 
rieben, koliert. 

Ansatz 3 cem Argininchlorhydrat beim entsprechenden py. 1,0 ccm 
Enzym, 0,4 cem MnSQ,, 5,6 cem Puffer. 

Mangansulfat wird in m/100, m/200, m/1000 und m/10000 Konzen- 
tration angewandt. Die Versuche werden bei pq 6,81 (Phosphatpuffer) und 
Pu 9,4 (Glykokollpuffer) ausgefiihrt. Spaltung 2 Stunden bei 38°, dann Urease- 
zerlegung, anschlieBend Sodafolin. 





Es verbrauchen cem n/50-H,SO, 








bei py 9,4 bei py 6,81 
Niere ohne Aktivator ..... 1,95 | 1,40 
Niere + m/100 MnSO, , . * 7,75 3,75 
Niere + m/200 MnSO, ..... 7,35 | 3,50 
Niere + m/1000 MnSO, 5,70 | 3,00 
Niere + m/10000 MnSO, 2,70 | 1,95 


Rattenleber: Die Rattenleber wird 1:100 mit dem entsprechenden 
Puffer verrieben, koliert, pro Ansatz je 2 ccm, sonst Ansatz wie oben. 








Es verbrauchen « eem n/50- H, SO, 





Leber ohne Aktivator | Leber + 0,4 com | Mn80, 

_Pu 6 81 PH 9,40 | PH 6, 81 Pu 9 40 
"=a 8, 10 ‘ | 9,00 2 10,90 | | 16,90 
7,05 | 9,80 8,05 | 20,50 
9°30 | 13,20 11,70 | 22,00 
10,00 9,75 11,05 | 24.00 
9,20 | 9,90 10,45 17,60 





Einflu8 der Blausdéure auf die Mangan-Aktivierung. 


Rattenleber 1:100 Puffer, pro Ansatz je 2 ccm, MnSO, m‘100 pro 
Ansatz 0,4 ecm, KCN m/50 pro ’Ansatz 0,5 cem, Kobaltchloriir m/100 pro 
Ansatz 0,4 cem, sonst Ansatz wie iiblich. 








Verbrauch cem n/D0-E, SO, 

Po 6,81 | Pa 9,40 
Leber allein .. . ee a a Ge 16,50 | 13,00 
Leber + Kaliumeyanid . Te Sara. 15,35 20,25 
Leber + Mangansulfat . . . brie 18,60 26,65 
Leber + Mangansulfat + Kaliumey anid . . 18,15 26,60 
Keine Leber, Mangansulfat allein. . . .. . 0,75 0,10 
Keine Leber, Mangansulfat + Kaliumcy: anid . 0,85 | 0,15 
Leber + Kobaltchloriir. . . . — 17.70 | 19,60 
Leber + Kobaltchloriir + Kaliumeyanid . re 14,25 | 18,30 
Keine Leber, Kobaltchloriir allein .. . , 0,80 0,15 
Keine Leber, Kobaltchloriir + Kaliumey anid . 0,80 | 0,25 
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Einflu8 von Mangan, Cyankalium, Eisen und Leberasche 
auf die Harnstoff- und Ammoniakbildung in der Leber. 


Die Asche von 20 g Meerschweinchenleber wird in 20 cem Wasser 
gelést (der salzsaure Aschenauszug wurde eingedampft, mit ganz wenig ver- 
diinnter Salzsiiure aufgelést, die Lésung mit Natronlauge neutralisiert) und 
2eem pro Ansatz angewandt, also 2 g Frischorgan pro Ansatz. Ferrosulfat 
m/100, pro Ansatz 0,4 ccm. Spaltung 2 Stunden bei 38°, in einer Serie 
Harnstotf bestimmung mit der tiblichen Ureasezerlegung, in der anderen 
Serie sofortige Ammoniak-Destillation. 

Enzym: Rattenleber 1:100. 








Verbrauch cem n/50-H,SO, 
bei PH 9,40 
Harnstoff | Ammoniak 
Enzym ohne Arginin + Mangan. ...... 0,05 0,25 
Eosym + Argimim. 6 06 ttt tt 13,80 0,20 
Enzym + Arginin + Mangan, ........ 23,90 0,25 
Enzym + Arginin + Cyankali.. . ee 15,75 0,20 
Enzym + Arginin + Cyankali + Mangan. . . 25,00 0,25 
Enzym ohne Arginin + Eisen... ..... 0,05 0,15 
Enzym + Arginin + Eisen. . . te eed 14,40 | 0,20 
Enzym + Arginin + Eisen + Cy ankali . . . . 14,50 | 0,20 
Inzym ohne Arginin + Leberasche .... . 0,10 0,10 
Enzym + Arginin + Leberasche . . . . 14,20 0,15 
Enzym + Arginin + Leberasche + Cyankali . : 14,60 0,20 
Kein Enzym, Arginin + Leberasche . . 0,15 
Kein Enzym, Arginin + Leberasche + Cyankali 0,05 


Einflu8 von Mangan, Kobalt, Nickel, Cadmium, Zink und Eisen 
bei Gegenwart von Cyankali. 


Rattenleber 1:100, py 9,4. m/100 der Metall-Salzlésungen, pro An- 
satz je 0,4 eem, KCN m/50 pro Ansatz je 0,5 cem, sonst Ansatz wie iiblich, 
Harnstoff bestimmung. 








Verbrauch 
eem n/d0-H,SO, 
| bei pr 9,4 
Leber +  Arginin “Or i SO a ree 2,70 
7 + Arginin + Mangan és Sane ag Sone 28750 
Leber + Arginin + Mangan + Cyankali - boo eee 24,0 
Leber + Arginin + Kobalt. . re ee 16,90 
Leber + Arginin + Kobalt + Cy ankali |... . 15,60 
Leber + Arginin + Nickelsulfat . . oe 13,90 
Leber + Arginin + Nickelsulfat + Cyankali . a 13,90 
Leber + Arginin + Cadmiumsulfat . . An o8 6 20,40 
Leber + Arginin + Cadmiumsulfat + Cyankali bras ot 19,70 
Leber + Arginin + Zinksulfat . . . ae ae 12,75 
Leber + Arginin + Zinksulfat + Cyankali . ra ee 16,85 
Leber + Arginin + Eisensulfat. . . ce Sky 14,10 
Leber + Arginin + Eisensulfat + Cyankali eh eas 17,60 
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Einflu8 von Mangan und Eisen bei verschiedenen Lebern. 


Die Lebern werden 1:100 mit py 9,4 verrieben, Ansatz wie iiblicl,, 

















Harnstoff bestimmung. S die 
Meer- | x, ; bes 
Schwein | Rind | schwein- — 2 
aan chen ff Tei 
; Pep 
Leber ohne Arginin ....... 0,20 0,15 0,20 0,30 sul 
Leber + Arginin. . be 9,40 8,90 | 10,80 4,50 £ 
Leber + Arginin + Cyankali_ a 7,85 7,95 | 10,15 4,30 FF die 
Leber + Arginin + Eisen... 9,15 9,40} 10,75 4,85 ._ 
Leber + Arg. + Eisen + Cyankali . ; 7,95 9,85 | 10,05 4,55 | wel 
Leber + Arginin + Mangan... 18,65 16,40} 15,90 10,00 | kel 
Leber + Arg. + Mangan + Cyankali 18,55 16,35 | 15,50 12,10 


EinfluB von Trypsin, Mangan und Eisen. 


Rattenleber 1:100 in Glykokolipuffer py 8,8 pro Ansatz je 2 ccm 
Pankreatinum absol. Merck, 0,5 g in 100 cem py 8,8 pro Ansatz 5 cem. 
Mangansulfat, Eisensulfat m/100, pro Ansatz 0,4 cem. 

Ar gininehlorhydrat m/100; 2,2 g in 100 cem Wasser, neutralisiert gegen 
Lackmus, pro Ansatz je 3 ccm. 

In den ersten Proben wird das Arginin sofort zugesetzt, 2 Stunden 
Spaltung, Ureasezerlegung. 

Bei den niichsten Proben wird das Arginin erst nach einer bestimmten 
Bebriitungszeit zugesetzt, dann 2 Stunden Spaltungszeit usw. 























Verbrauch cem n/50-H,SO, 
Argininzusatz 
sofort nach 1"| 3° | 6b 24" 
Leber allein (pq 8,8)... - . . . - | 19,05/ 11,40 | 5,90] 7,45) 5,70 
Leber in Trypsin . . . .. (117,00! 6,15 | 1,60] 1,00] 0,40 
Leber in Trypsin + Mangan - + + + [27,0 27,05 | 18,80 | 26,40 | 20,90 
Leber in Trypsin + Eisen .. . 17,55 6,60 | 1,60! 1,05 | 0,25 
Leber in Trypsin nach Bebriitung | 
Manganzusatz .. . 20,50 | 8,40) 5,65} 0,60 
Leber in Trypsin nach Bebriitung | | 
a ee Tee ee 6,35 | 1,70) 0,90) 0,30 
Argininzusats 
sofort nach 24" 
Sg ee ee ee 15,0 | 11,0 
Leber in pg 8,8 + Mangan. .........4.. 20,60 | 27,9 
Leber in Trypsin... eee ee ee 13,30 | 0,35 
Leber in Trypsin + Mangan ike ‘ 20,50 | 22,80 
Leber in py 8,8 nach Bebriitung Manganzusatz > | 20,50 
Leber in Trypsin nach Bebriitung Manganzusatz. | 0,50 
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Uber die Natur der Arginase. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die Frage der Wirkungsgruppe der Arginase und 


‘die Méglichkeit, daB Eisen oder Mangan daran beteiligt sind, 
_ besprochen. 


2. Ks wird gezeigt, daB Arginase durch Trypsin in kiirzester 


| Zeit zerstért wird und die Vermutung geiiuBert, daB die Triiger- 
'substanz der Arginase Proteinnatur besitzt. 


3. Es wird gezeigt, dafi Mangansalze (aber nicht Kisensalze) 


' die tryptische Zersetzung der Arginase aufheben kénnen, und es 
_werden fiir dieses Verhalten die verschiedenen Erklirungsméglich- 
_keiten erértert. 














Zur Frage der Bildung oestruserregender Stoffe 


in Organen in vitro. 
Von 


H. E. Voss und E. Rabald. 





(Aus dem Wissenschaftlichen Laboratorium der C. F. Boehringer & Séhne G. m. b. H., 
Mannheim-Waldhof.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Oktober 1936.) 


In einer Arbeit ,,Uber das Auftreten von oestruserregenden Stoffer 
in Organen in vitro“ [Diese Z. 241, 71—80 (1936)] haben Rondoni, Carmi. 
nati und Corbellini berichtet, daB sie durch Inkubation eines Pferde. 
leber-breies mit Cholesterin (100:5) bei 37—53° im Lauf von fiinf und mehr 


Wochen die Bildung oestrogener Stoffe im Inkubat erzielen konnten. Sie 


halten es fiir die einfachste Annahme, dab sich bei diesem Verfahren brunst- 
erregende Stoffe aus dem Cholesterin unter Einwirkung des Organbreies 
gebildet haben; daneben diskutieren sie kurz die Méglichkeit, daB das 
Cholesterin ,,die Bildung der Oestrus-stoffe im Organbrei aus gewissen Be- 
standteilen desselben begiinstigt oder die Extrahierbarkeit schon vorhandene 
Follikuline“ steigert, halten sie aber nicht fiir wahrscheinlich. 

Die Frage, ob es sich in diesen Versuchen tatsiichlich um eine N eu- 
bildung oestrogener Stoffe handelt, kann nur dann in positivem Sim 
entschieden werden, wenn man das Vorhandensein solcher Substanzen in 
den Ausgangsstoffen mit Sicherheit auszuschlieBen vermag. Diese Sicher- 
heit scheint aber in den Versuchen der genannten Untersucher nicht gewiihr- 
leistet, denn die Kontrollversuche mit reinem Leberbrei und mit reinem 
Cholesterin sind in ihren Ergebnissen durchaus widerspruchsvoll. So gaben 
zwar die Versuche mit reinem Leberbrei Nr. 1, 2 und 8 ein negatives Resultat, 


aber auch die Parallelversuche mit Cholesterinzusatz waren ergebnislos; in} 


Versuch 14 gab der reine Leberbrei sogar bessere Resultate als der gleiche 
Leberbrei mit Cholesterin; es bleiben also nur die Kontrollversuche 18 und 20 
mit Leber allein, die negativ ausfielen, aber dieses vereinzelte Resultat will 


wenig besagen, da z. B. der dem Versuch 20 analoge Versuch 23 mit Chole| 
sterin auch vollkommen negativ war. Ebensowenig iiberzeugend sind auch} 


die 2 Versuche mit reinem Cholesterin, von denen der eine (Versuch 25 
schon deswegen ausscheidet, weil es sich um einen Benzolextrakt des Filtrats 
einer wiiBrigen Cholesterinaufschwemmung handelt, von der man keinesfall: 
erwarten kann, daB die eventuell vorhandenen oestrogenen Stoffe in da: 
Filtrat iibergegangen sein kénnten. So bleibt also nur der Kontrollversuch 14¢ 
,,Cholesterinaufschwemmung ohne Organzusatz“, der negative Ergebnisse 
zeitigte; wenn Verff. aber auch hier das Filtrat weiterverarbeitet habe 
(was aus der Versuchsbeschreibung nicht hervorgeht), so kann das negativ: 
Ergebnis nicht wundernehmen. 

Diese Kritik der Versuche von Rondoni, Carminati und Cor 
bellini entspringt durchaus nicht einem grundsiitzlichen Zweifel an dei 
Méglichkeit eines enzymatischen Abbaus und Umbaus des Cholesterins 21 
oestrogen wirksamen Stoffen; im Gegenteil, man wird weiter unten sebet, 
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; daB wir uns um eine solche Umwandlung schon vor einer Reihe von Jahren 
- bemiiht haben. Uns scheint nur diese Umwandlung durch die vorliegenden 
 Versuche der italienischen Forscher nicht bewiesen zu sein. Wie vorsichtig 
man in der Bewertung der positiven Ergebnisse solcher Organbreiversuche 
'sein muB, davon haben wir uns in eigenen Versuchen iiberzeugt, die bereits 
-im Herbst 1933 und 1934 angestellt wurden. 

Wir benutzten als Enzymquelle entweder Schweineblut, das als solches 
mit dem Cholesterin gemischt werden konnte, oder menschliches Placenta- 
gewebe, das zu einem feinen Brei zerrieben und dann mit dem Cholesterin 
vermengt wurde. Die Inkubationszeit, die nach den italienischen Autoren 
mindestens 5 Wochen betragen soll, betrug in unseren Versuchen nur 1 bis 
29mal 24 Stunden, und trotzdem hatten wir in der Mehrzahl der Versuche 
einwandfreie positive Resultate, d.h. die Extrakte des mit Cholesterin in- 
kubierten Blutes oder Organbreies ergaben in Mengen, die 0,25—0,5 mg des 
- verwandten Cholesterins entsprachen, typische, zum ‘Teil langdauernde Oestren 
‘bei der kastrierten Maus. Leerversuche mit Blut allein waren stets ganz 
_negativ; Leerversuche mit Placentagewebe ergaben erwartungsgemif zwar 
positive Resultate, doch war die Ausbeute an oestrogenen Stoffen deutlich 
geringer als bei Zusatz von Cholesterin. 

Wir waren auf Grund dieser Versuchsergebnisse, genau so wie die 
 italienischen Forscher, geneigt, eine Neubildung oestrogener Substanzen aus 
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dem Cholesterin anzunehmen, da wir auch, unter dem EinfluB der Angaben 
‘in der Literatur, das Cholesterin selbst als unwirksam betrachteten. Eine 
Nachpriifung dieser Angaben iiberzeugte uns jedoch vom Gegenteil. 

Kiufliches reinstes Cholesterin von Merck wurde in Sesamél gelist, 
so daB in 1 cem Ol 2,0 bzw. 1,0 bzw. 0,5 mg Cholesterin enthalten waren; 
‘von diesen Lésungen wurden jeweils 0,25 cem, entsprechend 0,5 bzw. 0,25 
baw. 0,125 mg Cholesterin, kastrierten Miusen subcutan gespritzt. 

05mg Cholesterin: alle 7 Miuse zeigten Oestrus von 1—-2 Tagen 
Dauer. 

0,25 mg Cholesterin: 11 Miiuse zeigten Oestrus von 1—2 Tagen 
'Dauer, 3 Miiuse zeigten Prooestrus. 
0,125 mg Cholesterin: 8 Miuse zeigten Oestrus von 1—3 Tagen 
_ Dauer, 1 Maus zeigte Prooestrus. 
Noch geringere Mengen Cholesterin haben wir nicht ausgewertet, da 
‘schon diese Versuche einen Gehalt an oestrogenen Stoffen im Cholesterin 
erwiesen, der zur Klirung der positiven Ergebnisse in den Blut- und Organ- 
_ brei-Cholesterin-Versuchen geniigte. Wir konnten uns ferner davon iiber- 
_zeugen, daB man durch geeignete Extraktionsverfahren aus dem Cholesterin 
Stoffe isolieren kann, deren Wirkungseinheit an der kastrierten Maus unter 
25 y liegt und die sicher frei von Cholesterin waren. 

Diese Ergebnisse sprechen zwar an sich durchaus nicht gegen die 
_ Méglichkeit einer Umwandlung von Cholesterin in oestrogene Substanz im 
_ Organbrei-Versuch, mahnen aber zur Vorsicht bei der Bewertung solcher 
’Versuche. In diesem Sinn glaubten wir unsere Versuchsergebnisse, die, wie 
‘gesagt, schon seit Jahren bei uns vorlagen, jetzt im Zusammenhang mit 
den Ergebnissen der italienischen Forscher mitteilen zu sollen. Gegebenen- 
falls kénnten hier Versuche mit Cholesterinchargen, die an sich sicher frei 
von oestrogener Substanz sind oder sicher davon befreit wurden, zur 
» Klirung beitragen. 
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Erwiderung zur vorangehenden Mitteilung 
von H. E. Voss und E. Rabald. 


Von 


P. Rondoni, Mailand. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1936.) 


Die von mir und meinen Mitarbeitern erhaltenen Ergebnisse stammen 
aus einer groBen Versuchsreihe, bei welcher wir hauptsichlich den Einwand 


zu entkriften versuchten, daB die von uns aufgefundenen oestrogenenf 


Stoffe bloB8 den bekannten natiirlichen Gehalt der Leber und des Blutes an 
Oestrin und verwandten oestrogen wirkenden Stoffen darstellen. AuBer den 
im experimentellen Teile unserer Arbeit wiedergegebenen Versuchen sind 
andere derartige Vorversuche mit Leber allein ausgefithrt worden, die wohl 
im allgemeinen negativ oder schwach positiv ausfielen. Trotzdem glaubten 
wir in dieser Hinsicht sehr vorsichtig sein zu miissen; und die von uns au 
Ende der Arbeit (S. 77) entwickelte Hypothese, daB das zugesetzte Chole. 
sterin nur als extraktionsbeférderndes Mittel den schon vorhandenen oestro- | 


genen Stoffen gegeniiber wirke, entspricht eben unserer sehr vorsichtigen> 


Kinstellung. Nun kommen die Beobachtungen der deutschen Kollegen akf 
eine fiir uns erfreuliche Erlésung aus einem immerhin nicht still gewordenenf 
Zweifel; denn sie haben wohl auch gesehen, daB Organe + Cholesterin 
stets wirksamer als das Organ allein sind; und die Anhiufung derartiger 
Resultate mit verschiedenen Organsubstraten und mit Blut spricht wohl fiir 
die Bedeutung des zugesetzten Cholesterins als Vorliufer der fraglichen Stoffe. 
Nun kommt die andere Einwendung, eine oestrogene Funktion des Chole- 


Sst RP Esta ee pes Ba LA a rena 





sterins selbst, der wir zwar keine grobe Bedeutung zugemessen hatten, auf Grund 
der in der Literatur schon vorhandenen Angaben: so sagt deutlich E.C. Dodd: 
(Lancet I, 991 (1934)], der in seinen Angaben und Feststellungen immer sebrf 
vorsichtig und genau ist, da8 ,,there is no oestrogenic activity with cholesterol". 
Wir haben trotzdem einige Kontrollversuche gemacht, wobei wir das bei den 
Gemischen gebrauchte Fraktionierungsverfahren, nur von Cholesterinauf- 
schwemmungen ausgehend, angewandt haben. Wir wissen wohl, daB eincf 
wiBrige Aufsehwemmnng von Cholesterin nicht dem komplexen Organchole- 
steringemische entspricht, in dem viele Begleitstoffe die Lésungsverhiiltnisse} 
der aktiven Stoffe stark veriindern kénnen, und erkennen sehr gern an, dal 
das bis jetzt von uns angesammelte experimentelle Material die Annahme 
einer oestrogenen Wirkung des Cholesterins selbst (oder einiger damit ver 
vesellschafteten Stoffe) nicht vollstindig auszuschlieBen vermag., Es kénnen 
iibrigens Unterschiede in den einzelnen Cholesterinpriparaten vorhanden 
sein (unseres stammte aus der italienischen Firma C. Erba, Milano), z. b. 
nach dem Gehalte an gewissen Verunreinigungen oder spontan entstandenen 
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Abbauprodukten. Es ist auch wohl méglich, daB die Verimpfung von Chole- 
sterin zum Abbau oder Umbau dieses Stoffes im Kérper (z. B. im subcutanen 
| Bindegewebe) fiihre und einer sekundiiren Bildung oestrogener Stoffe Ver- 
‘anlassung gebe, die an die Seite der in den Organgemischen in vitro statt- 
‘findenden zu setzen wire. Wir beabsichtigen, unser Priiparat einer Nach- 
' priifung zu unterziehen, um zu sehen, ob es wirklich oestrogen wirkt: dis 
Ergebnisse sollen, wenn positiv, seinerzeit bekannt gemacht werden Es ‘et 
aber ersichtlich, wie tief unsere Auffassung der oestrogenen Hien und 
der oestralen Vorgiinge im allgemeinen veriindert werden miibte wenn es 
sich bestiitigen lieBe, daB Cholesterin, d. h. ein in den Zellen fast ubiquitar 
vorkommender Sterinkérper, eine nicht unbetrichtliche oestrogene Wirkass 
besitzt oder von oestrogen stark wirkenden Stoffen stets begleitet ist i 
Ich méchte endlich darauf aufmerksam machen, dai wenn eine Wir- 
. ’ : 

kung des Cholesterinpriiparates als solches vor jeder In vitro-organeinwirkung 
fiir die oestrogenen Erscheinungen verantwortlich zu senieia wire ire 
‘solche Wirkung auch wohl bei sofortiger Priifung nach Herstellung der 

“Organcholesteringemische zum Vorschein hiitte bncnseen sollen. 
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Die Einfihrung von Doppelbindungen in Gallensdiuren 
und Sterine. I. 


Die Bromierung der 3-Keto-cholansdure und des Cholestenons. 


Von 


Elisabeth Dane, Yu Wang’) und Walter Schulte. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1936.) 


Die Arbeiten der letzten Jahre iiber das Vitamin D und di: 
Sexualhormone haben gezeigt, daf die physiologische Wirkun: 
dieser Stoffe von geringfiigigen Anderungen der Konstitution it 
hohem Mae abhiangig ist. Es sind eine ganze Reihe von Ver. 
bindungen bekannt geworden, die diesen natirlich vorkommenden, 
biologisch wichtigen Stoffen sehr nahe stehen. Sie unterscheida 
sich von den Naturprodukten z. B. durch Stellung und sterisch: 
Anordnung der Hydroxylgruppen oder durch Lage und Zahl de 
Doppelbindungen. Der Einflu8 dieser chemischen Umwandlungei 
auf die physiologische Wirkung ist oft tiberraschend, aber bisher 
wenig iibersichtlich; allgemeinere GesetzmiBigkeiten haben sic! 
noch nicht auffinden lassen. 

Uns interessierte die Frage, ob vielleicht auch die bisher 1 
dieser Richtung noch nicht untersuchten Gallensiuren durch ge: 
eignete Umwandlungen in Stoffe mit charakteristischer, physio 
logischer Wirkung iiberzufiihren seien. Wir haben zuerst versucht 
in Ketocholansiuren Doppelbindungen einzufihren und haben dabe 
die von uns friher viel benutzte Methode der Bromierun} 
herangezogen. So konnten wir das Oxydationsprodukt der Litho 


cholsiure — die 3-Keto-cholansiure (I) — in eine Monobronf — 


titties 


verbindung iiberfiihren, die nach allen Erfahrungen das Brom a 
C, aufgenommen hat. Durch Verseifung dieser 3-Keto-4-brom} 
cholansiure mit methylalkoholischer Kalilauge entsteht di 
4-Oxy-3-ketosiure (II). Die gewiinschte ungesittigte Siur 


1) Dissertation Universitit Miinchen 1937. 
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sie 3-Keto-4,-cholensaure (III) erhielten wir durch Kochen der 


e 


“Monobromsiaure mit Pyridin. Sie ist inzwischen auch von Schoen- 


‘heimer?) beschrieben worden, der sie in geringer Ausbeute durch 


--Abbau von Cholesterin dargestellt hat. 


C,H, - CO,H 
CH, | 
ra tg 
cH,| C | D | CH, | 
he ie al af 
r fal sy 7 oo a 
NAR EY i a 
OH 
CH, 
| 
aah a 
CH, | CH, | it il 
aa4 sn ff 
HI | V | | 
iP hl gt a 


Wir beabsichtigen: in diese ungesiattigte Siure (III) noch 


} weitere Doppelbindungen zu legen. Da aber die 3-Keto-4,-cholen- 
‘siure ein immerhin nicht ganz leicht zugingliches Material ist, 





‘haben wir die weiteren Umwandlungen erst an einem Modell 


studiert, und zwar am Cholestenon (IV), das ja im Ring A und 


tab: AIRE pa 


B die gleiche Konstitution besitzt. Die Bromierung des Chole- 
stenons verlauft unter Abspaltung von erheblichen Mengen Brom- 


_wasserstoff. Das Ergebnis ist sehr abhingig von den Versuchs- 
_bedingungen. Wir erhielten die besten Ausbeuten, wenn wir genau 
‘unter den im Versuchsteil beschriebenen Bedingungen arbeiteten. 
_Isoliert wurde eine Dibrom-verbindung C,,H,,OBr, oder C,,H,,OBr, 








vom Schmelzp. 203°, die ungesittigt ist und der vielleicht Formel V 
zukommt?), Dieses 2,4-Dibrom-4,-cholestenon wire ent- 


/ 


‘standen durch Addition von Brom an die Doppelbindung des 
> Cholestenons, Abspaltung von Bromwasserstoff und Substitution 


an ©,. Vor kurzem hat Ruzicka*) durch Bromierung von Chole- 
stenon ein Dibrom-cholestenon erhalten, das tiefer (177—178° bzw. 
184—-185°) als unsere Verbindung schmilzt und das vielleicht mit 


1) R. Schoenheimer u. F. Berliner, J. of Biol. Chem. 115, 19 (1936). 
*) Die Analysen stimmen besser auf eine Verbindung C,,H,,OBr,, die 


_ dann 2 Doppelbindungen enthalten miiBte. 


’) L. Ruzicka, W. Bosshard, W.H. Fischer u. H. Wirz, Helvet. 


chim, Aeta XIX, 1147 (1936). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLV. 6 
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dieser identisch ist. Ruzicka hat fiir sein Dibrom-cholestenoy 
ebenfalls die Formel V angenommen und sie durch Heranziehung 
des Absorptionsspektrums zu stiitzen versucht, 
“. CH, | CH, | CH, | 
re a” fe a in aie 6 


MN oY f"\7 
Br Br Br 
V VI Vil 
Weiterhin haben wir auch das Cholestenon-dibromid (VI, 
das man durch Oxydation von Cholesterin-dibromid erhilt, unter. 
sucht. Diese Verbindung spaltet auBerordentlich leicht — schor 
beim Stehen der Lésungen — Bromwasserstoff ab und liefert ein 
Monobrom-cholestenon, dem nur die Formel VII zukommen kann, 
Dieses 6-Brom-4,-cholestenon stellen wir in sehr guter Aus. 
beute dar durch Kochen des Dibromids VI mit Natriumacetat in 
Alkohol. — Die gleiche Verbindung VII hat Ruzicka?) wr 
kurzem durch Kochen des Dibromids VI mit Kaliumacetat in 


Wasser—Benzol in etwa 10°/, iger Ausbeute erhalten. Inhoffen*} 


erhielt ebenfalls das Monobrom-cholestenon VII durch Bromierung 
von Acetyl-cholestenon. 


Beim Versuch, das Brom aus dem Dibromid VI durch energisches 
’ x 


Kochen mit Kaliumacetat in Eisessig herauszuspalten, erhielt Ruzicka’ 
das bekannte 3,6-Cholestandion. Die gleiche Umwandlung stellten wir 
fest, als wir das Dibromid VI mit 0,1 n-alkoholischer Salzsiiure kochten. 
Bei dieser Reaktion wird die Stufe der Monobromverbindung VII durch- 
laufen, denn wir konnten auch durch Kochen dieser ungesittigten Ver 
bindung mit verdiinnter Salzsiiure das 3,6-Cholestandion erhalten. 

Die uns im Hinblick auf die Darstellung der stirker un- 
gesittigten Gallensiuren besonders interessierende Abspaltung vou 
Bromwasserstoff aus der Monobromyerbindung VII gelingt sehr 
leicht mit Silbernitrat in Pyridin. Diese Methode, die wir an 
weiteren Beispielen gepriift haben, besitzt fiir die Reihe der 
Gallensiuren und Sterine besondere Vorteile. Nach 48stiindigen 
Stehen bei Zimmertemperatur ist aus der Verbindung VIL bei 


Gegenwart von Silberionen das gesamte Brom abgespalten, wahrend| 


mit Pyridin allein unter diesen Bedingungen ein Umsatz kau 
zu beobachten ist. Das bei dieser Abspaltung erwartete Chole- 
stadienon VIII isolierten wir in Form des krystallisierten Semi- 


) a.m 0. 
2) H. H. Inhoffen, Ber. chem. Ges. 69, 2141 (1936). 
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‘ carbazons. Das Absorptionsspektrum'!) hat ein Maximum bei 
308 mu. Die Lage dieses Maximums zeigt — besonders deutlich 
beim Vergleich mit dem friiher aufgenommenen Absorptionsspektrum 
des Cholestenon-semicarbazons”) — daB in unserer Verbindung 
zwei Doppelbindungen konjugiert zur Carbonylgruppe vorliegen. 
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2,1 U1 + — a a 
4 200m 250 300 350 


I. Cholestenon (W. Menschick, a. a. O.). 
Ii. Cholestadienon in Dioxan. (In Alkohol ist das Maximum um 1 mw nach 
langeren Wellen verschoben.) 
III. Cholestenon-semicarbazon (W. Menschick, a. a. O.). 
IV. Cholestadienon-semicarbazon in Dioxan. 


CH, | CH, | 
ie ie a al 
Vil | | [X | | 
a a SAA al 
| 
OH 


Auch durch Kochen mit Pyridin allein liBt sich aus der 
Monobromverbindung VII das Brom abspalten. Allerdings ver- 
liuft hier die Reaktion komplizierter, denn als Hauptprodukt 


') Fir die Aufnahme der Absorptionsspektren sind wir Frl. Dr. Pruckner, 
Miinchen zu groBem Dank verpflichtet. 

*) W. Menschick, J. H. Page u. K. Bossert, Liebigs Ann. 495, 
| 225 (1932). 


6* 

















84. Elisabeth Dane, Yu Wang und Walter Schulte, 


entsteht eine in Ather schwerlisliche, bei 276° schmelzende Ver. 
bindung, die ein Kondensationsprodukt von Pyridin mit Mono. 
brom-cholestenon VII ist. Eine weitere Untersuchung dieses aut. 
fallend hochschmelzenden Produktes wird den Konstitutionsbeweis 
erbringen miissen. 

Aus den Mutterlaugen der bei 276° schmelzenden Verbindunz 
erhielten wir das gesuchte Cholestadienon VIII. 

Das Bromcholestenon VII liBt sich weiterhin durch Behande!) 
mit methylalkoholischer Kalilauge zum 6-Oxy-4,-chole. 
stenon (IX) verseifen, das wir als Semicarbazon isolierten. 


W. Schulte dankt der Justus Liebig-Gesellschaft zur Fir 
derung des chemischen Unterrichts fiir die Bewilligung eines Stipen- 
diums. — Yu Wang dankt der China-Foundation for the Promotion 
of Education and Culture. 


Der Einhundertjahrstiftung der Universitit Miinchen sind 
wir fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche. 


Bromierung der 3-Keto-cholansdure. (Y. W.) 


3-Keto-4-brom-cholansaure. 1 ¢ 3-Keto-cholansiiure wird in 20 cen 
stabilem Eisessig gelést und mit 3 ccm einer 2 n-Brom-Kisessig-Lésung ver- 
setzt. Das Brom wird erst nach einigen Minuten sehr schnell aufgenommen. 
Die Lésung wird in Eiswasser gegossen, die weiBen Flocken abgesaugt und 
getrocknet. Aus Essigester krystallisiert die Bromverbindung in kleinen 
sechseckigen Plittchen. Nach wiederholter Krystallisation aus Essigester 
und aus Kisessig liegt der Schmelzpunkt bei 179° unter Zers. Ausbeute 35° ,. 


3,417 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 7,995 mg CO,, 2,49 mg H,0O. 
C,,H,,0,Br (453) Ber. C 63,54 H 8,23 Gef. C 63,80 H 8,16. 


3-Keto-4-oxy-cholansaure (II). 0,3 g 3-Keto-4-brom-cholansiiure 
werden mit 10 cem 5°/,iger alkoholischer Natronlauge 2 Stunden zum Sieden 
erhitzt. Aus der schwachgelben Lésung hat sich eine geringe Menge eines 
gelben Harzes abgeschieden. Die Liésung wird in verdiinnte Schwefelsiure 
gegossen. Der ausfallende Niederschlag ist bromfrei. Er wird getrocknet. 
mit Ather digeriert und der unlisliche Anteil aus Kisessig umkrystallisiert. 
Sechseckige Plittchen vom Schmelzp. 186°. 


4,310 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,675 mg CO,, 3,71 mg H,0O. 
C,,H,,0, (390) Ber. C 73,79 H 9,81 Gef. C 73,88 H 963. 


3-Keto-4,-cholensaure (III). 0,3 g¢ der Monobromsiiure werden mit 
10 cem Pyridin gekocht. Die erkaltete Reaktionslésung wird in verdiinnte 
Schwefelsiiure gegossen. Der bromfreie Niederschlag wird aus Eisessig oder 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. Plittchen vom Schmelzp. 178° Aus- 
beute 49°/). 
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(Schoenheime? findet fiir die von ihm dargestellte 3-Keto-4,-cholen- 
siure den Schmelzp. 185—186°. 
4,470 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,685 mg CO,, 3,75 mg H,O. 
C,,4H3,03 (372) Ber. C 77,36 H 9,75 Gef. C 17,40 H 9,39. 
3-Keto-4,-cholensaure-methylester. Der Ester wird durch Be- 
handlung der Siure in Methanol-Ather mit Diazomethan hergestellt. Aus 
Methano! unregelmiBige Blittchen vom Schmelzp. 126° (Schoenheimer 125°). 
4,070 mg Subst. (bei 60° i. V getr.): 11,550 mg CO,, 3,54 mg H,O. 
(,,H,,0, (886) Ber. C 77,66 H9,92 Gef. C 77,40 H 9,73. 


Bromierung des Cholestenons. (W. 8.) 


2,4-Dibrom-cholestenon (V). 1,5 g reinstes Cholestenon werden 
in 2,5 cem Chloroform und 20 ccm EHisessig gelést. Nach Zugabe 
von einigen T'ropfen Bromwasserstoff—Hisessig liBt man bei Zimmer- 
temperatur in einem Zeitraum von 20 Minuten unter dauerndem 
Riihren 23 ccm einer Brom—Kisessig-Lésung (1 ccm enthalt 90 mg 
Brom) entsprechend 3,3 Mol Brom zutropfen. Die Bromwasser- 
stoffentwicklung setzt bald ein. Nach 24stiindigem Stehen haben 
sich nadelférmige Krystalle abgeschieden (1,3 g). Aus Chloroform— 
Kisessig einmal umkrystallisiert, schmelzen sie bei 190—191°. 
Auch aus den Mutterlaugen scheiden sich beim Stehen weitere 
Krystallmengen ab. Durch fraktionierte Adsorption an Al,O, wird 
der Schmelzpunkt auf 203° erhdht. 


4,161 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 9,120 mg CO,, 2,75 mg H,O. 
C,,H,,OBr, (540), C,,H,,OBr, (542) Ber. C 59,98, 59,76 H 7,45, 7,81 
Gef. ,, 59,78 7,39. 


Nach unseren Feststellungen sind Art des Lésungsmittels, Konzentration 
und Temperatur von entscheidendem EinfluB auf den Verlauf der Bromie- 
rung'), Wenn wir die Bromierung in Eisessig allein durchfiihren, erhalten 
wir Gemische von tiefer schmelzenden Bromierungsprodukten, die sich nur 
schwer trennen lassen. Bei der Bromierung in verdiinnteren Lésungen 
scheiden sich keine Krystalle ab, und die mit Wasser ausgefiillten Schmieren 
sind nur miihsam zu reinigen. Bei tieferen Temperaturen setzt die Krystall- 
abscheidung sehr bald ein, ehe die Bromierung bzw. die Bromwasserstoff- 
abspaltung beendet ist; man erhilt von 110—130° schmelzende Gemische. 
Licht scheint auf das Ergebnis der Bromierung keinen Einflu® zu haben. 

Ruzicka?) hat die Bromierung des Cholestenons unter Verbrauch von 
4 Mol Brom (Berechnet 2 Mol) in iiber 90°/,iger Ausbeute durchgefiihrt. 
Wir konnten bisher unser 2,4-Dibrom-cholestenon mit dem von Ruzicka 
beschriebenen nicht identifizieren. 

Weitere Umwandlungen seines Dibrom-cholestenons hat Ruzicka nicht 
durchgefiihrt. Wir haben die Abspaltung von Bromwasserstoff versucht. 


1) Vgl. H. H. Inhoffen, Ber. chem. Ges. 69, 2141 (1936). 
*) a. a. O. 
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Sie erfolgt mit Pyridin bei 100° nur auBerordentlich langsam, sehr vie! 
schneller mit Silbernitrat und Pyridin. 

Herr v. Soden hat die Methode der Bromwasserstoffabspaltung mit 
Silbernitrat-Pyridin auch an einem einfacheren Produkt — dem Dibrom- 
eyclohexan — gepriift. Es waren in 3 Stunden bei Zimmertemperatur ab. 
gespaiten: Mit Pyridin allein etwa 0,5°/,; mit einer 1°/,igen Lésung von 
AgNO,-Pyridin etwa 8°/,; mit einer 10°/,igen Lésung von AgNO,-Pyridin 
tiber 95°). 


Versuche mit 5,6-Dibrom-cholestanon. (Y. W.) 


5,6-Dibrom-cholestanon (VI) wurde durch Oxydation von Cholesterin- 
dibromid mit Chromsiiure bei 45° hergestellt unter ihnlichen Bedingungen, 
wie sie von Butenandt') und von Inhoffen?) kirzlich beschrieben sind. 
Die Ausbeuten an Dibrom-keton werden besser, wenn man zur Oxydation 
des Dibrom-cholesterins weniger CrO, (2,2 Aquiv. Sauerstoff statt 6 Aquiy.) 
und weniger EKisessig verwendet. Das Oxydationsprodukt krystallisiert dann 
sofort aus. 


6-Brom-4,-cholestenon (VII). 


a) 15 g Cholesterin-dibromid wurden nach der von Windaus’) 
gegebenen Vorschrift mit Permanganat oxydiert. Die Benzollésung wurde 


bei 40° im Vakuum eingeengt. Nach 3 Wochen hatten sich — unter Ab- 
spaltung von Bromwasserstoff — 2,5 g schéner Prismen abgeschieden, die 


nach wiederholter Krystallisation aus Ather-Methanol bei 116° schmolzen. 

Nach zweimonatelanger Aufbewahrung stieg der Schmelzpunkt auf 126°. 

(Das reine Dibrom-cholestanon VI spaltet beim Aufbewahren kein HBr ab.) 
4,378 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,360 mg CO,, 3,61 mg H,O. 
C,,H,,OBr (464) Ber. C 69,94 H 9,36  Gef. C 70,77 H 9,22. 


b) 3g Cholestenon-dibromid werden in 80 ccm absolutem 
Alkohol mit 1,8 g wasserfreiem Natriumacetat 1 Stunde unter 
Riihren gekocht, wobei die Substanz allmahlich in Lésung geht. 
Bei vorsichtigem Zusatz von Wasser scheiden sich feine Nadeln 
ab, die nach 6fterer Krystallisation aus Alkohol oder Aceton 
bei 132° schmelzen. Ausbeute 2,1 g (82°/,). 

4,401 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,285 mg CO,, 3,68 mg H,O. 

C,,H,,0Br (464) Ber. C 69,94 H 9,36 Gef. C 69,93 H 9,36. 

Cholestenon-dibromid VI ebenso wie 6-Brom-4,-chole- 
stenon VII verlieren bei mehrstiindigem Kochen mit 0,1 n-methylalko- 
holischer Salzsiure das Brom. Aus beiden Verbindungen entsteht in sehr 
guter Ausbeute (70°/,) das 3,6-Cholestan-dion. Schmelzp. 170° (Ber. 
C 80,93 H 11,78; Gef. C 81,10 H 11,26). Disemicarbazon Schmelz- 
punkt 203° (unter Zers.). 


') A. Butenandt u. G.Schramm, Ber. chem. Ges. 69, 2289 (1936). 
*) H. H. Inhoffen, Ber. chem. Ges. 69, 1136 (1936). 
*) A. Windaus, Ber. chem. Ges. 39, 518 (1906). 





6"), 
Zim 
Ath 
hint 
krys 
mit 


1/ 
{9 | 


Sub 
Sie 

aut: 
fall 
fark 


jee 


Bla 


8 61 


unte 
artis 
riebi 
Met] 
oma 
aus 

man 


sue 


,16 
bei 








ir viel 


g mit 
brom- 
ur ab- 
£& von 
yridin 


terin- 
ingen, 
sind, 
lation 
quiy.) 
dann 


1US”) 
rurde 

Ab- 
, die 
Izen. 
126°. 

ab.) 


36). 





' Die Einfiihrung von Doppelbindungen in Gallensiuren und Sterine. I. 87 





4,-A,-Cholestadienon (VIII). 


a) 1g 6-Brom-4J,-cholestenon bleibt mit 20 ccm einer 
)°/,igen Lésung von Silbernitrat und Pyridin 48 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen. Die gelbe Reaktionslésung wird unter 
\ther angesiiuert. Beim Verdunsten der getrockneten Atherlésung 
hinterbleibt ein harziges Produkt, das erst nach lingerem Stehen 
krystallisierte, und das wir ins Semicarbazon verwandelten. Ks wird 
mit einer Liésung von Semicarbazid-acetat in absolutem Alkohol 
\! Stunde gekocht. Beim Erkalten scheidet sich eine amorphe 
Substanz ab, die in Ather und in kaltem Alkohol unléslich ist. 
sie wird mit absolutem Ather behandelt, dann in heiBem Benzol 
aufgelést und mit Petrolither ausgefiallt. Durch wiederholtes Um- 
fillen aus Chloroform mit Methanol wird weiter gereinigt. Das jetzt 
farblose Semicarbazon krystallisiert aus Athylalkohol. Glainzende 
Blittchen vom Schmelzp. 228°, Zersetzung ab 218°. 

4,221 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,855 mg CO,, 3,81 mg H,0. 
3.610 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,314 cem N (22°, 715 mm). 

C,,H,,ON, (439) Ber. C 76,47  H 10,32 N 9,57 
' Gef. ,, 76,60  , 1012 ,, 9,47. 

b) 3g 6-Brom-4,-cholestenon werden in 10 cem Pyridin 1 Stunde 
unter Riickflu8 gekocht. Wihrend des Erhitzens wird die Liésung gallert- 
artig und erstarrt beim Abkiihlen. Es wird mit viel absolutem Ather ver- 
rieben und abgesaugt. Die atherunlésliche Substanz (1 g) wird in heibem 
Methanol gelést und wieder mit Ather gefillt. Diese Behandlung wird noch 
3mal wiederholt. Dann krystallisiert das Produkt in glinzenden Schuppen 
aus Methanol (650 mg). Schmelzp. 276°. Die Verbindung reduziert Per- 
manganat. Mit schwachem Alkali gibt sie eine Rotfiirbung, die beim An- 
siiuern wieder verschwindet. 

4,497 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 11,640 mg CO,, 3,61 mg H,0. - 
165 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 1,68 mg AgBr. — 5,738 mg Subst. 
bei 60° i. V. getr.): 0,128 cem N (22°, 712 mm). 

C,,H,,ONBr (526) Ber. C 70,81 H892 Bri4,74 N 2,58 
Gef. ,, 70,59 ,, 8,98  ,, 13,84 ,, 2,42. 
Die Verbindung vom Schmelzp. 276° konnte auch in sehr geringer 


Ausbeute durch langes Kochen des Cholestenon-dibromids mit Pyridin er- 
halten werden. 


Die Pyridin—Ather-Mutterlauge der Verbindung vom Schmelz- 
punkt 276° wurde unter Eiskiihlung angesiiuert und ausgeiithert. 
Nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen wurde im Vakuum 
eingedampft. Es schied sich ein Brei von Krystallen ab. Da die 
Substanz aus den verschiedensten Liésungsmitteln leicht dlig heraus- 
kommt, wird sie durch fraktionierte Adsorption an Aluminiumoxyd 
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weiter gereinigt. Es laBt sich auf diese Weise leicht ein gelhe 
Harz in der obersten Zone des Adsorptionsrohres abtrennen, [)a 
Hauptprodukt wird nach dieser Vorreinigung aus Petroliither unif 
dann aus Methanol umkrystallisiert. Schone derbe Nadeln voy 
Schmelzp. 83°; im Gemisch mit Cholestenon (Schmelzp. 81°) gilj 
dieses Cholestadienon keine Depression. Ausbeute 1,1 g. 


5,130, 4,206 mg Subst. (bei 55° i. Hochv. iiber P.O, getr.): 15,89) J 


13,040 mg CO,, 4,99, 4,13 mg H,O. 
C,,H,,0 (382) Ber. C 84,74 H 11,07 
Gef. ,, 84,48, 84,56 , 10,89, 10,99. 


(Die Substanz hilt Lisungsmittel sehr fest; es wird bei 45° i. Hochy.— 


noch nicht vollstiindig abgegeben.) 
Das Semicarbazon des reinen Cholestadienons schmilzt bei 232 
(Gef. N 9,73). 


In einem fritheren Versuch war das aus den Mutterlaugen der be’ 


276° schmelzenden Verbindung anfallende Ol gleich ins Oxim verwandel 
worden. Es blieb tiber Nacht mit einem UberschuB8 einer Lésung vo 
Hydroxylamin-acetat in absolutem Alkohol stehen. Die Abscheidung de: 


Oxims war sofort zu beobachten. Der braune Niederschlag wurde in Ather ff 


aufgenommen. Bei vorsichtigem Zusatz von Aceton schied sich das Oxin 
des Cholestadienons krystallisiert ab. Schmelzpunkt nach Krystallisation au 
Alkohol und aus verdiinntem Aceton bei 179”. 


4,299 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 12,820 mg CO,, 4,05 mg H,0. —§ 


3,602 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,187 cem N (19°, 717 mm). 
C.,H,,ON (379) Ber. C 81,54 H 10,90 N 3,52 
Gef. ,, 81,33 ,, 10,54 ,, 4,19. 


6-Oxy-4,-cholestenon-semicarbazon (IX). 6 g 6-Brom-4,-cholestenon 
werden mit 480 ccm 0,1 n-methylalkoholischer Kalilauge 3 Stunden stehen 
gelassen. Die braune Reaktionslésung wird mit verdiinnter Schwefelsiiur 
unter Eiskiihlung angesiiuert und ausgeiithert. Die mit verdiinnter Soda 
lésung gewaschene itherische Lésung wird getrocknet, im Vakuum ein: 
geengt und das zuriickbleibende gelbe Ol mit einer Lésung von Semicarbazid 


acetat in absolutem Alkohol 2 Stunden auf dem Wasserbade erhitzt. Dan ¥ 


verdiinnt man mit Wasser und libt iiber Nacht stehen. Das feste Har 
wird abgesaugt und mit Ather gewaschen. Zur weiteren Reinigung wird 
mehrmals in Chloroform gelést und mit Ather ausgefiillt. Aus Athano: 
krystallisiert das Semicarbazon in Prismen vom Schmelzp. 222° (unter Zers.. 
4,267 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,560 mg CO,, 3,90 mg H,O. — 
3,050 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,250 cem N (22°, 721 mm). 
C,,H,,O,N, (457) Ber. C 73,46 H 10,86 N 9,19 
Gef. ,, 73,35 ,, 10,23 ,, 9,00. 
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Uber den Austausch von Natrium, Kalium und Calcium 
zwischen Blutkérperchen und Plasma 
und tiber den Gehalt dieser Stoffe in Blutplasma und Serum. 


Bemerkungen zu der Arbeit von G. M. Streef, Diese Z. 242, 1 (1936). 
Von 


Heinrich Waelsch. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1936.) 


In der oben angefiihrten Arbeit versucht Streef die von uns auf- 
gestellten GesetzmiiBigkeiten iiber den Austausch der Mineralstoffe zwischen 
Blutkérperchen und Plasma im entnommenen, ungeronnenen Blut auf Grund 
eigener Versuche zu widerlegen. Nach unseren Versuchen wandern im 
menschlichen Blut nach der Entnahme die Mineralstoffe im Sinne des Kon- 
zentrationsunterschiedes zwischen Blutkérperchen und Plasma. Diese Wan- 
derung geht unter starken Schwankungen vor sich, so daB die Feststellung 
der Zusammensetzung des Blutes zum Zeitpunkt der Entnahme nur sehr 
bedingt durch Extrapolation méglich ist. Der Ausgleichsvorgang wird 
durch die Gerinnung gehemmt, im wesentlichen durch Abnahme der Durch- 
lissigkeit der Blutkérperchen unterbrochen’). 

Die Versuche von Streef, denen die Vorstellungen iiber die Im- 
permeabiitét der Blutkérperchen fiir Kationen zugrunde gelegt sind, stellen 
einen wichtigen Beitrag zur Frage der sachgemiSen Behandlung entnom- 
menen Blutes dar, und so wollen wir seine Versuche mit den Ergebnissen 
unserer Untersuchungen und den in der Literatur niedergelegten Angaben 
vergleichen. 

Das Ergebnis dieses Vergleichs sei vorweggenommen: Soweit Streef 
zu anderen Ergebnissen als wir kommt, hat er von vornherein durch be- 
sonders gewihlte Bedingungen das Auftreten der von uns beschriebenen 
GesetzmiBigkeiten verhindert. Sobald er sich der von uns gewiihlten 
Methodik nihert, bedeuten seine Versuche eine Bestitigung unserer Er- 
gebnisse. 

Die Versuche von Streef sind an Schafblut und an menschlichem 
Blut angestellt, zur Hemmung der Gerinnung wird Oxalat und Heparin 
verwendet. 

Seit dem Jahre 1898 wei man aus den Untersuchungen Abder- 
haldens?), daB das Schaf zu der Gruppe von Siugern gehért, die eine 
Wesentlich andere Verteilung der Mineralstoffe zwischen Blutkérperchen 
und Plasma haben als der Mensch. Das Schaf gehért zu der Gruppe 
Rind, Hund, Katze, wihrend der Mensch zu der Gruppe Pferd, Schwein, 
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Kaninchen gehort. Auf die Notwendigkeit, die Verschiedenheiten, die 
wohl auch in den Ausgleichsvorgiingen in diesen beiden Gruppen zum 
Ausdruck kommen, zu beachten, haben wir in unserer Arbeit ausdriicklich 
hingewiesen. 

Sehen wir nun von der Verwendung von Blut der anderen Gruppe 
ab, dann fallt auf, dab Streef bei Verwendung von Schafblut eine Kon- 
stanz der Plasmawerte zu den verschiedenen Zeitpunkten erhilt, die er am 
menschlichen Blut nicht reproduzieren kann*). Nun verwendet Stree! 
zur Gerinnungshemmung des Schafbluts Oxalat. Es besteht kein Zweifel, 
da8 durch den Zusatz von Oxalat die Permeabilitét der Blutkérperchen in 
einschneidendster Weise veriindert wird, so dab wir es wohl mit sozusagen 
,membrantoten“ Blutkérperchen zu tun haben. Infolgedessen kénnte sic) 
der geschilderte Ausgleich bei Lésung des Oxalats im Blut sogar momentan 
voliziehen. Diesbeziigliche Hinweise wie auch die zugehérigen Literatur- 
angaben scheint Streef in unserer Arbeit iibersehen zu haben*). Man 
kann nicht hoffen nach Zusatz von Oxalat oder Citrat nur einigermafen 
der Wirklichkeit entsprechende Austauschvorgiinge zwischen Blutkérperchen 
und Plasma zu finden. In beschriinktem MaBe gilt dies auch fiir Heparin. 
In noch unpublizierten Versuchen haben wir beobachtet, da’ bei Verwen 
dung alter Heparinlésungen die Austauschvorgiinge in gleichem Sinne, 
wenn auch in viel geringerem Mabe beeinfluBt werden wie bei Oxalat- oder 
Citratzusatz. Es ist wahrscheinlich, daB Streef diese Alterung kiinstlich 
durch das Verdampfen der Heparinlésungen hervorgerufen hat. AuBerdem 
verwendet er 2—3mal soviel Heparin Griibler(wir: Kahlbaum) als wir. 
wodurch die erwihnten Hemmungserscheinungen nur noch verstiirkt werden. 

Wiahrend die Natriumwerte der Tabelle II eine nun leicht erklarliche 
Konstanz durch die Verwendung von mit Oxalat versetztem Schafblut 
zeigen, weisen die Natriumwerte im menschlichen Plasma (Tabelle I, 
Heparin) auBerhalb der Fehlergrenzen liegende Schwankungen auf. Dies 
erkliirt Streef durch Verwendung verschiedener Pipetten. Als Fehler- 
breite seiner Kaliumbestimmung gibt Streef 3°/, an. Die Differenzen 
(Schwankungen) der Kaliumwerte in den Plasmaproben zu verschiedenen 
Zeitpunkten betragen 10°/,, 14°/, und 19°/, (Tab. V). Besonders Kurve 
Str. (Tab. V) gibt in vollkommener Weise die von uns aufgefundenen 
Schwankungen wieder. Die Kaliumwerte des Schafbluts (Oxalat, Tab. VI) 
zeigen wiederum weitaus geringere Schwankungen (11 und 7 °/,). Seine 
Calciumwerte (Tab. VII) beurteilt Streef mit Recht als innerhalb der 
Fehlergrenzen liegend. Aber gerade beim Calcium, das eine wesentliche 
Rolle hei der Abdichtung der Blutkérperchen spielt, wird sich die Un 
zulinglichkeit der Versuchsbedingungen (eingedampftes Heparin) besonders 
ausdriicken. 

In Tab. IX stellt Streef Plasma- und Serumwerte zusammen, um zu 
zeigen, dab unsere Behauptung, dai Piasma- und Serumwerte je nach dem 


*) Zum analytischen Teil der Versuche sei erwi&hnt, dal es sich 
empfiehlt, bei Parallelbestimmungen nicht nach der Veraschung die Asche- 
lésung in zwei Teile zu teilen, sondern von vornherein zwei getrennte 
Plasmaproben zu veraschen und zu untersuchen, denn nur das letztere 
kann man als Parallelbestimmung bezeichnen. 












Ko1 
Erg 
Sch 


FP uns 


Zeit 
spri 
ecw: 
da | 
und 


also 


1 9—] 


hohe 


wer 


perc 
kory 
die 
gehi 
yon 
Aus 
ding 
bar 
schn 
Lite: 


jone) 
scho 
besti 


f wir 


saure 


kirp 


sich, 


brace] 


dure] 
liege: 
lo 0 
stehu 
bezie 


Mine 


besck 


. beste’ 


(Natr 


aschu 


F Nisse 


Wir v 





ly die 
» Zum 


eklich 


ruppe 
Kon- 
er am 
treet 
veifel, 
en in 
sagen 
2 sich) 
entan 
ratur- 
Man 
raBen 
rchen 
arin, 
rwen 
inne, 
- oder 
stlich 
rdem 
| wir. 
rden. 
rliche 
fblut 
lle I, 
Dies 
shler- 
2nzen 
lenen 
curve 
lenen 
». VI) 
Seine 

der 
liche 
Un 


\ders 


n ZU 


dem 


sich 
che- 
nnte 
ztere 








Uber den Austausch von Natrium, Kalium und Calcium usw. 9] 


| Konzentrationsunterschied differieren, nicht zu Recht besteht. Aus den 
'Ergebnissen unserer Arbeit geht eindeutig hervor, daB auf Grund der 
'Schwankungen der Vergleich eines Plasmawertes mit dem Serumwert 
unstatthaft ist. Nur durch Aufnahme mehrerer Werte zu verschiedenen 
Zeitpunkten ist die Lage des Plasmaspiegels zu ermitteln, und es ent 
spricht der Natur der Bewegung unter Schwankungen, da8 man nicht 
etwa aus Anfangs- und Endwert die Wanderungsrichtung ermitteln kann, 
da ja die Zeitwahl eine willkiirliche ist. Von den 17 angegebenen Plasma- 
und Serumealciumwerten liegt 6mal der Calciumspiegel iiber 11 mg-°/,. 
also oberhalb der fiir Gesunde angegebenen Serumcalciumwerte von 
9—11 mg-°/,. In den restlichen 11 Proben ist 6mal das Plasmacaleium 
hiher als das Serumcalcium, trotzdem Streef nur einen einzigen Plasma- 
wert bestimmt hat*). 

Zum SchluB gibt Streef die Mineralstoffbestimmungen im Blutkér- 


_perchen wieder (Tab. X), und zwar vergleicht er hier den Gehalt der Blut- 


kirperchen, die aus Plasma gewonnen wurden, mit dem der Blutkérperchen, 


‘die aus Serum erhalten wurden, um zu widerlegen, da8 der Mineralstoff- 
ps cehalt je nach Ein- oder Auswandern der Mineralstoffe variiert. Bei 7 


yon 11 Kaliumbestimmungen findet er den Kaliumgehalt der Blutkérperchen 


aus Plasma héher als den aus Serum, also ganz in unserem Sinne. Aller 
dings ist zu bedenken, ob die Angaben dieser Tabelle verliBlich verwert 
‘bar sind, da der Kaliumgehalt der Blutkérperchen von Streef im Durch- 


schnitt um 90mg), niedriger gefunden wurde, als er allgemein in der 


| Literatur angegeben und auch von uns bestimmt wurde (329 bzw. 325 mg-°/, 
| gegen 420 mg-°/,). 


Streef vermiBt schlieBlich ein befriedigendes Mitgehen von Chlor- 
jonen mit dem in die Blutkérperchen einwandernden Natrium, was wir 
schon in unserer Arbeit erértert haben, und zieht hier unsere Kohlensiure- 
bestimmungen heran. Hier sind wir leider miBverstanden worden, denn 
wir verstanden unter ,,Anderung der Kohlensiiurespannung“ die Kohlen- 
siure, die in die Luft entweicht, und nicht etwa die, die in die Blut- 
kirperchen einwandert. 

Fassen wir das Ergebnis unserer Ausfiihrungen zusammen, so ergibt 
sich, dab Streef an Schafblut den wichtigen Nachweis experimentell er- 
bracht hat*), daB Oxalatzusatz die Permeabilitit der Blutkérperchen und 


*) Bei dieser Gelegenheit méchten wir darauf hinweisen, daf die 
durch direkte Fiallung ermittelten Calciumwerte im Plasma bis 30 °/, héher 
liegen als die nach Veraschung bestimmten, bei Serumbestimmungen bis 
15°/,. Damit sind die Folgerungen, die wir vermutungsweise fiir die Ent- 


stehung des Liquor-caleiums gezogen haben, hinfiillig, die Plasma:Serum- 


beziehung bleibt nach wie vor bestehen, Jeder, der sich ausfiihrlich mit 
Mineralstoff-Untersuchungen in Blut oder anderem biologischen Material 


beschiiftigt, weiB, daB manche Abweichungen in den absoluten Werten 


phestehen, die zu Lasten der noch unvollkommenen Methodik gehen 


(Natriumbestimmung, Bestimmung bei direkter Fiillung oder nach Ver- 


}aschung). Dadurch werden aber Feststellungen iiber die relativen Verhilt- 
/hisse der Mineralstoffe in Geweben und Saften und ihr Austausch, die 


Wir unter gleichmiBigen Bedingungen bestimmt haben, nicht betroffen. 
m7 
‘ 
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die Austauschvorgiinge wesentlich verindert. In seinen anderen Versuche, 
kénnen wir, soweit sie uns deutbar sind, keine Widerlegung, sondern ein 
Bestitigung unserer Ergebnisse und Anschauungen erblicken. 


Literatur. . 
1teratur Uber 


1. Waelsch, Kittel, BuBtin, Diese Z. 234, 27 (1935). 

2. Abderhalden, Diese Z. 23, 521 (1897): 24, 65 (1898). 

3. Waelsch, Kittel, BuBtin, a.a.O. S. 42, dort auch zugehdrige Lite 
ratur; dazu noch Blitstein, Rev. belge d. sciences médic. 7, 69 (1935, 


Zu der Entgegnung von Waelsch mochte ich in aller Kiirze die 
folgenden Bemerkungen machen: : | 

1. Waelsch meint, dab die beobachteten Austauschschwankungen & ,. \ 
durch verschiedene Sorten oder Konzentrationen des Heparins oder durch i 
das Verdampfen der Heparinlésung ganz oder zum gréBten Teil ge. Jar 
hemmt werden. Beweisende Versuche fiir diese Auffassung gibt es jedoch J same! 
noch nicht. I Aufba 

2. Aus meinen Bestimmungen an Heparin-Menschenblut habe ich ge- IB fy q 
schlossen, daB es die von Waelsch beschriebenen Austauschschwankungen Hl 
nicht zeigt. Diesen SchluB muB ich unbedingt aufrecht erhalten. 

38. Aus meinen Bestimmungen an Oxalat-Schafblut kann man nicht 
schlieBen, daB das Oxalat die Austauschschwankungen zum Verschwinden Hydri 
gebracht hat. Denn bisher ist weder von Waelsch noch von mir gezeigt i der 
worden, dal} diese Schwankungen in Schafblut ohne Oxalat auftreten. chemi 
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Uber die biochemische Hydrierung des Dehydro-androsteron. 
Von 


L. Mamoli und A. Vereellone. 


‘Aus dem Istituto di Perfezionamento in Chimica Industriale, Giuliana Ronzoni, Milano.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1936.) 


In dem Keimdriisenhormon-gebiet wurden, besonders durch 


fdie Arbeiten von Butenandt, Doisy, Girard, Laqueur, 


Marrian und ihren Schulen, eine Reihe von physiologisch wirk- 


samen und unwirksamen Stoffen isoliert, die durch ihren chemischen 


Aufbau sehrenabe miteinander verwandt sind. Charakteristisch 
fiir diese Stoffe ist, daB sie im Molekiil eine Keton- oder eine 


, 
| Hydroxylgruppe oder auch beide enthalten. Auf chemischem Wege 


kann man diese Gruppen leicht ineinander iiberfiihren'). Die 
Hydrierung der Ketongruppen fiihrt gewéhnlich zu einer Anderung 


‘der physiologischen Wirksamkeit'). Da diese Hydrierung auf 


chemischem Wege so leicht zu erhalten ist und da man annimmt, 
dab sie auch im Organismus méglich ist”), haben wir versucht, 


Fo) man diese Reduktion auch auf enzymatischem Wege erhalten 
}kann. Reduktion von Carbonylgruppen durch giirende Hefe wurde 


an einer groBen Anzahl von Stoffen studiert*), aber soviel uns 


}bekannt ist, wurde diese Reduktion bei den Keimdriisenhormonen 


uch nicht angewandt. 
Um festzustellen, ob auch diese Kérperklasse der phyto- 


chemischen Reduktion zugiinglich ist, untersuchten wir das Dehydro- 


') Siehe hauptsiichlich die Arbeiten Butenandts und seiner Schule. 
Literarischée Zusammenfassung bei Lettré u. Inhoffen: Uber Sterine, 


P callensiure und verwandteNaturstofte, S.233—275. Verlag Enke, Stuttgart 1936. 


*) A. Butenandt, Mittlg. d. Universitétsbundes Gottingen 15, 2 (1934); 


Dtsch. med. Wschr. 20—21, 781 (1935); Butenandt u. H. Kudszus, 
| Diese Z. 237, 75 (1985); U. Westphal, Mschr. Geburtsh. 98, 315 (1935); 


K. Tscherning, Z. angew. Chem. 49, II (1986). 
*) Literatur bei C.Neuberg u. G.Gorr, ,,Phytochemische Reduktion“ in 
Uppenheimer-Pineussen, Methodik der Fermente 1929, 8.1212; F.G.Fischer 
O. Wiedemann, Liebigs Ann. 513, 265 (1934); C. Neuberg u. 


»A.Vercellone, Biochem. Z. 279, 140 (1935): A. Vercellone, Biochem. Z. 


279, 137 (1935). 














94. L. Mamoli und A. Vercellone, 


androsteron Il, das von Butenandt und Dannenbaun! 
aus Mannerharn isoliert und synthetisiert®) wurde; es sollte j, 
A°-Androstendiol II iibergehen, welches schon auf chemischey 
Wege®) bereitet worden ist. Das 4° Androstendiol nahm besondey 
deshalb unsere Aufmerksamkeit in Anspruch, weil es, wie Bute. 
nandt schon feststellte, die physiologische Wirksamkeit des Testikcl. 
und Follikelhormons in sich vereint’). 


O OH 
CH, CH, 
ota rate 
I CH, | | | U CH, | 
oa Pg a 
| 
HO” ~~ HO, ~~ ~~ 


Unsere Absicht erreichten wir, indem wir zu einer mit Heli 
in Girung versetzten Zuckerlésung das in Alkohol geléste Dehydro. 
androsteron zutropfen lieBen. Den Riickstand des iitherische 
Extraktes destillierten wir im Hochvakuum; so gelang es uns, 
einen Stoff vom Schmelzp. 178°—179° zu isolieren, welchen wit 
als 4°-Androstendiol identifizierten und zwar durch Mischschmel:. 
punkt mit 45-Androstendiol und dessen beiden Diacetaten. 


Wir danken Herrn Dr. Ercoli des Istituto Seroterapic 
Milanese fiir die freundliche Uberlassung von Dehydro-androsterou, 
sowie Frl. Dr. Mazza der Distillerie Italiane fiir die giitige Uber- 
lassung der von uns gebrauchten Hefe. 


Beschreibung der Versuche. 


50 g Invertzucker, 
300 ccm H,O, 
25 g Oberhefe (Mailand, flockige Fermente). 
Nach Eintritt lebhafter Girung haben wir tropfenweise unter hiutigen 
Umschiitteln 180 mg Dehydro-androsteron, in 20 cem Alkohol gelést, hinzu 


‘) Butenandt u. Dannenbaum, Diese Z. 229, 192 (1934). 


)) Butenandt, Dannenbaum, Hanischu. Kudszus, Diese Z. 23), 


57 (1985); Schoeller, Serini, Gehrke u. Logemann, Naturw. 3 


387 (1935); Ruzicka u. Wettstein, Helvet. chim. Acta. 18, 986 (1935) 
5) Butenandt u. Hanisch, Ber. chem. Ges. 68, 1859 und Diese /. 
237, 88 (1935); Ruzicka u. Wettstein, Helvet. chim. Acta. 18, 1264 (1935) 


’) Butenandt, Naturw. 24, H. I, 15 (1936); Forsehgn. u. Fort 
schr., 17, 218 (1936). 
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vefiigt und das Ganze bei Zimmertemperatur (etwa 20°) giiren lassen. Nach 


Lum! mn ; ; 
42 Stunden fiigten wir neuerdings 























Ite iy 
schen 100 ecm H,O, 
ie: 10 g Oberhefe, 
Sac 10 g Invertzucker 
tp 
ie, zi. Als die Girung im wesentlichen beendet war und die Fliissigkeit 
see Fehlingsches Reagens nur noch schwach reduzierte (nach ungefihr 
90 Stunden), wurde die Fliissigkeit von dem Hefensatz abgegossen und beide 
Teile mehrmals mit Ather ausgezogen. Nach Abdampfen der vereinigten 
i ‘jtherischen Lésungen wurde der trockene, dickélige Riickstand im Hoch- 
a vakuum (0,001 mm Hg) fraktioniert destilliert. Der zwischen 140—180° 
. (Luftbad) iibergehende halbfeste Anteil wurde mit Petrolither gewaschen, 
: so dab ein fester Riickstand verblieb. Dieser feste Riickstand, welcher 
mehrmals aus verdiinntem Aceton umkrystallisiert wurde, ergab eine 
krystallinische Substanz vom Schmelzp. 178 —179° (32 mg). Die Mischprobe 
mit dem 4°-Androstendiol nach Butenandt®) ergab keine Depression. 
; Diacetat: 20 mg unseres Produktes wurden mit Essigsiiureanhydrid 
Hef: {™ acetyliert; nach Umkrystallisieren aus Methanol prachtvolle Blittchen vom 
vdroeMe Schmelzp. 159°. Die Mischprobe mit 4°-Androstendiolacetat®) ergab keine 
scher Depression, 
uns, 
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Die Isolierung des antirachitischen Vitamins 
aus Heilbutt-leberdl. 
Von 


Hans Broekmann. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Allgemeinen Chemischen Universitits- 
Laboratoriums in Géttingen.) 


(Der Schriftieitung zugegangen am 26. November 1936.) 


Die Isolierung des antirachitischen Vitamins aus Thunfisch- 
leber in Form eines krystallisierten 3,5-Dinitrobenzoates!) hat er- 
geben, daB dieses natiirlich vorkommende antirachitische Vitamin 
identisch ist mit dem Vitamin D., das von Windaus, Schenck 
und v. Werder’) aus dem Bestrahlungsprodukt des 7-Dehydro- 
cholesterins dargestellt worden ist. Damit ist der auf biologischem 
Wege wiederholt festgestellte Unterschied zwischen Vitamin D, 


und antirachitischem Vitamin aus Fischlebern endgiiltig auch auf 


chemischem Wege sichergestellt. Die Identitit des Vitamin D, 
mit dem antirachitischen Vitamin des Thunfischtrans ist auf bio- 
logischem Wege bestiitigt worden durch eine sehr sorgfiiltige 
Untersuchung von Grab*), der durch vergleichende Versuche an 
rachitogen ernihrten Ratten und Hiihnchen gleiche antirachitische 
Wirksamkeit von Vitamin D, aus 7-Dehydro-cholesterin und aus 
Thunfischtran nachwies. 

Unentschieden bleibt zunichst die Frage, ob das Vitamin D, 
das einzige,,natiirliche“ antirachitische Vitamin ist. Der Befund 
von Windaus und Mitarbeitern*), daB es neben Vitamin D, und 
D, noch zwei andere antirachitische Vitamine mit verschiedener 
biologischer Wirksamkeit gibt®), die durch Bestrahlung aus 22-Di- 
hydroergosterin bzw. aus 7-Dehydrositosterin entstehen, l&aBt es 
durchaus méglich erscheinen, daf in der Natur mehrere anti- 
rachitische Vitamine vorkommen. Mit groBer Sicherheit ist an- 
zunehmen, daB auch Vitamin D, bei Lebewesen, denen Ergosterin 


') H. Brockmann, Diese Z. 241, 104 (1936). 
*) A. Windaus, F. Schenck u. F. v. Werder, Diese Z. 241, 100 (1936). 
°) W. Grab, Diese Z. 245, 63 (1936). 
*) A. Windaus u. Langer, Liebigs Ann. 508, 105 (1933); O. Linsert, 
Diese Z. 241, 125 (1936); W. Wunderlich, Diese Z. 241, 116 (1936). 
) W. Grad, a. a. O. 
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mginglich ist, aufgefunden werden wird, und ebenso ist mit einem 
natiirlichen Vorkommen des Vitamins aus 7-Dehydro-sitosterin 
zu rechnen. 

Fiir die Existenz noch anderer antirachitischer Vitamine, die 
im Hiihnchenversuch wirksamer sind als Vitamin D,, scheinen 
verschiedene Befunde zu sprechen, die von amerikanischen Autoren 
au Fischleberélen gemacht worden sind. So fanden Bills und 
Mitarbeiter}, daB, gemessen in Ratteneinheiten, ein Konzentrat 
aus Heilbutt-leberél im Hiihnchenversuch 6mal besser wirksam 
war als ein Konzentrat aus Thunfisch-leberél, wihrend zwischen 
dem Leberél des Heilbutts und dem des Dorsches keine Unter- 
schiede gefunden wurden. Verglichen mit Vitamin D, war die 
Heilwirkung des Dorsch-lebertranes bei der Hiihnerrachitis 50mal 
besser. Im Gegensatz zu Bills konnten Hamann und Steen- 
bock?) zwischen Heilbutt-tran und Thunfisch-tran keine nennens- 
werten Unterschiede im antirachitischen Verhalten bei Huhn und 
Ratte feststellen. Am entschiedensten wird die Ansicht, daB ver- 
schiedene D-Vitamine in den Fischleberélen vorkommen, von Bills) 
vertreten, der von Leberélen berichtet, die gegen Hiihnerrachitis 
noch wirksamer sind als Dorsch-lebertran und der andererseits 
Ole aufgefunden hat, die dem Thunfisch-tran unterlegen sind. Er 
deutet die groBen Unterschiede der verschiedenen Leberéle beim 
Hiihnchenversuch durch die Annahme, daB in den einzelnen Olen 
Gemische von Vitaminen verschiedener Wirksamkeit vorliegen, 
deren Zusammensetzung fiir jedes Ol eine andere sein kann. 

Ks fragt sich, ob die Ergebnisse der bisher vorliegenden Tier- 
versuche als Grundlage fiir so weitgehende Schliisse herangezogen 
werden kénnen. Die Untersuchung von Grab hat mit groBer 
Deutlichkeit gezeigt, daB selbst bei gleichartigen Versuchsserien 
innerhalb eines Laboratoriums die Auswertung der antirachitischen 
Wirksamkeit im Hiihnchenversuch mit einem verhiltnismibig 
eroBen Versuchsfehler behaftet ist. Um so kritischer mu8 beim 
Vergleich der Ergebnisse aus verschiedenen Laboratorien ver- 
ilahren werden, zumal bei allen bisher in der Literatur angegebenen 
Versuchen die zu untersuchende Substanz nicht wie von Grab 
mit der Schlundsonde, sondern mit dem Futter zusammen gegeben 


1) Ch. E. Bills, O. N. Massengale u. M. Imboden, Science (N. Y.) 
80, 596 (1936); Ch. Bills, O.N. Massengale, F.G.MeDonald u. 
A. M. Wirick, J. of Biol. Chem. 108, 323 (1935). 
*) R. W. Hamann u. H. Steenbock, J. of Biol. Chem. 114, 505 (1936). 
*) Ch. E. Bills, Cold Spring Harbor Symposia III (1935). 
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worden ist. Die Gegeniiberstellung der verschiedenen, zum ‘ei 
widersprechenden Literaturangaben iiber die Wirksamkeit von Leber. 
dlen verschiedener Herkunft im Hiihnchenversuch berechtigt 2 
der Ansicht, daB die Frage nach Zahl und Art der in der Natu 
vorkommenden antirachitischen Vitamine nicht durch biologische 
Analyse, sondern allein auf priiparativem Wege durch die Isolierung 
der betreffenden Vitamine mit Sicherheit zu entscheiden ist. 

Am wichtigsten in praktischer Hinsicht ist die Frage nac} 
der Natur des antirachitischen Vitamins aus Dorsch-lebertran, 
das in der Rachitis-prophylaxe und -therapie neben dem Vitamin J), 
die gréBte Rolle spielt. Seine Isolierung wird durch den geringe1 
Vitamingehalt des Dorschtranes auBerordentlich erschwert. Diese 
Vitamingehalt betrigt im Durchschnitt 100 internationale Ein. 
heiten im Gramm oder 0,1 Kinheit im Milligramm. Da Vitamin D), 
25000 EKinheiten im Milligramm enthilt, ware, unter der Voraus. 
setzung, daB das Dorschlebervitamin die gleiche Anzahl Einheiten 
zeigt, zur Isolierung eine Anreicherung auf das 250000 fache zu 
leisten, eine Aufgabe, die einen groBen Aufwand an Material ev- 
fordert. 

Da von Bills') angegeben worden ist, daB die Wirksamkeit des 
Dorsch-vitamins mit der des Heilbutt-vitamins beim Hiihnchenversuch 
iibereinstimmt, und der D-Vitamingehalt des Heilbutt-lebertranes 
dem des Dorschtranes weit iiberlegen ist, haben wir zunichst die 


[solierung des antirachitischen Vitamins aus Heilbutt-leber ver- — 


sucht. Als Ausgangsmaterial diente ein Konzentrat*) aus 150 kg 
Lebern des Heilbuttes (hippoglossus hippoglossus), das einen D-Vita- 
mingehalt von 120 internationalen Kinheiten aufwies. Nach dem 
friiher beschriebenen Verfahren*) gelang es uns, aus diesem Kon- 
zentrat durch Verteilung zwischen Benzin und 90°/,igem baw. 
95°/,igem Methanol und anschlieBende fraktionierte Adsorption 
an Aluminiumhydroxyd ein Priparat zu gewinnen, aus dem das 
antirachitische Vitamin in krystallisierter Form als 3,5-Dinitro- 
benzoesiiure-ester vom Schmelzp. 128—129° isoliert werden konnte. 
Im Gemisch mit 3,5-Dinitrobenzoat des Vitamins D, aus Thun- 
fisch sowie aus 7-Dehydrocholesterin trat keine Schmelzpunkts- 
depression ein. Die Analyse ergab in Ubereinstimmung damit 


1) Cold Spring Harbor Symposia III (1935). 

*) Das Ausgangsmaterial verdanke ich der I.G. Farbenindustrie A.-G.. 
Werk Elberfeld; die Darstellung des Konzentrates hat Herr Dr. Auhagen 
im Werk Elberfeld durchgefiihrt, wofiir ich ihm groben Dank schulde. 

8) Diese Z. 241, 112 (1936). 
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die Bruttoformel C,,H,,O,N,. Fir die spezifische Drehung wurde 
‘ai’ =-+ 98,6° gefunden, ein Wert, der dem fir das Dinitro- 
benzoat aus Thunfisch-leber ermittelten ([@|?° = -+ 100,0°) inner- 
halb der Fehlergrenze gleich ist. Das durch Verseifung des 
3,5-Dinitrobenzoesiure-esters erhaltene Vitamin zeigte im Rachitis- 
schutzversuch an der Ratte eine Wirksamkeit von 27000 inter- 
nationalen Kinheiten pro Milligramm und stimmt somit innerhalb 
der Fehlergrenze mit dem Vitamin D, (25000 IE.) tiberein. Der 
aus Heilbutt-leberél isolierte 3,5-Dinitrobenzoeséure- 
ester ist also identisch mit dem entsprechenden Ester 
des Vitamins D,. 

Mit Riicksicht auf die Ansichten von Bills schien es mir 
besonders wichtig, nach Anhaltspunkten fiir das Vorhandensein 
eines zweiten antirachitischen Vitamins im Heilbutt-leberél zu 
suchen. Wir haben deshalb das Rohprodukt des krystallisierten 
Ksters fraktioniert umkrystallisiert. Die beiden dabei erhaltenen 
Hauptfraktionen stimmten im Schmelzpunkt und Mischschmelz- 
punkt sowie in den Analysenzahlen iiberein. Das Vorkommen 
eines zweiten Vitamins im Rohprodukt des Esters erscheint mir 
auf Grund unserer Versuche als ausgeschlossen. Da mit der 
Moelichkeit zu rechnen war, da sich ein solches Vitamin in einer 
anderen Zone des Chromatogrammes anreichern kann, haben wir 
die tibrigen 3 Zonen der dritten Adsorption niher untersucht. 
Der Vitamingehalt der beiden oberen Zonen erwies sich fiir einen 
isolierungsversuch als zu gering. Dagegen erschien die vierte 
Zone, deren Olmenge zwar klein war, durch ihren Vitamingehalt 
fiir eine Veresterung geeignet. Es gelang, aus dem Rohprodukt 
der Veresterung neben farblosen Produkten gut krystallisierende 
Hraktionen von 3,5-Dinitrobenzoat zu erhalten, deren Schmelz- 
punkt auf 125 —126° gebracht werden konnte. Im Gemisch mit 
Dinitrobenzoat des Vitamins D, trat keine Schmelzpunkts-depression 
ein. Zweifellos liegt auch in diesen Fraktionen 3,5-Dinitrobenzoat 
des Vitamins D, vor. Die Reinigung wurde auBerordentlich ge- 
stért durch die Anwesenheit einer farblosen Substanz, die keine 
Vitamineigenschaften besitzt, aber uhnliche Léslichkeits-eigen- 
schaften wie der Vitaminester zeigt. Dieselbe Begleitsubstanz 
erschwerte auch die Reinigung der Hauptfraktionen aus Zone 3. 
Vielleicht handelt es sich um den Ester eines héheren Alkohols. 

Die angefiihrten Befunde zeigen, da’ das antirachitische 
Vitamin der Heilbuttleber, ebenso wie das der Thun- 
lischleber, Vitamin D, ist. Sie stimmen itiberein mit den 
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und widersprechen den obenerwilnten Befunden von Bills®. 
Ebenso wie beim Thunfischtran konnten auch bei dem unter- 
suchten Heilbutt-leberél keine Anhaltspunkte fiir das Vorhanden- 
sein eines zweiten antirachitischen Vitamins gefunden werden. 


Beschreibung der Versuche. 
(Mitbearbeitet von Anneliese Busse und Barbara v. Guenther.) 

Als Ausgangsmaterial dienten 150 kg Heilbutt-lebern, aus denen nach 
dem Verfahren von D.R.P. 634760 etwa 300 g Konzentrat gewonnen wurden. 
Der D-Vitamingehalt (D) des Priparates betrug etwa 120 internationale Ein 
heiten im Milligramm, der A-Vitamingehalt (A) wurde zu 2000 CLO-Ein 
heiten ermittelt. Die Aufarbeitung erfolgte nach der Vorschrift der friitheren 
Mitteilung*). Im folgenden sind einzelne Versuche als Belege fiir die Aus- 
beuten bei den einzelnen Arbeitsgingen angefiihrt. 

I. Vorreinigung durch Verteilung. 1. Verteilung. Benzin-90°/, iges 
Methanol. Versuch 3. Eingesetzt 130 g Konzentrat. Gelést in 2000 cem 
Benzin, 16mal mit je 500 ecm 90°/,igem Methanol ausgeschiittelt. 

Benzinschicht enthielt 58,5 g; A = 700 CLO; Fraktion 1. 
Aus der Methanolschicht nach Verdiinnen bis auf einen Methanol- 
gehalt von 50°/, extrahiert 49,5 ¢g; A = 2500 CLO; Fraktion 2. 

2. Verteilung. Benzin-95°/, iges Methanol. Versuch 4. Eingesetzt 
58,5 g Fraktion 1. Gelést in 1500 cem Benzin, 12mal mit je 500 cem 
95°/,igem Methanol ausgeschiittelt. 

Benzinschicht enthielt 23 g; A = 400 CLO; Fraktion 3. 
Aus der Methanolschicht nach Verdiinnen bis auf einen Methanol 
gehalt von 50°, 24 ¢; A = 1000 CLO; Fraktion 4. 


Da der A-Vitamingehalt der Fraktion 4 noch zu hoch war, wurde das 

Ol in 400 cem Benzin geliést und 5mal mit je 200 cem 90°/,igem Methanol 
durchgeschiittelt. 

Benzinschicht enthielt 20g; A= 470CLO; D = 600 IE Fraktion 4a. 


Ii. Anreicherung durch Adsorption. Ausgangsmaterial 54 g Frak- 
tion 4a. 1. Adsorption (Voradsorption). Versuch 5. 27 g Fraktion 4a wurden 
zusammen mit 200 mg Indicatorrot 33 in 600 cem Benzol-Benzin (1 Teil 
Benzol + 4 Teile Normalbenzin) gelést und durch eine Siule von Aluminium- 
hydroxyd III filtriert, worauf mit 2000 ccm Lésungsmittel nachgewaschen 
wurde. 


Aus der Siule wurden eluiert*). ........ £=85g Ol Fraktion 5. 
Aus dem Filtrat wurden gewonnen. ..... . 16,7 g Ol Fraktion 6. 


2. Adsorption. Versuch 6. 7,5 g Fraktion 6 wurden in 500 ecm Benzol- 
Benzin 1:4 gelést und durch eine Siiule von Aluminiumhydroxyd III filtriert. 
Durch Nachwaschen mit 1500 ccm Lésungsmittel wurde das Chromatogramm 
entwickelt, wobei sich 4 Zonen ausbildeten. 


t) a. a. O. 2) a. a. O. 8) Diese Z. 241, 112 (1936). 
*) Eluiert wurde mit Benzol-Benzin 1:4, das 5°/, Methanol enthielt. 





Ergebnissen der Tierversuche von Hamann und Steenbock} 
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|. Zone enthielt ......... 24g 01 D= 300IE. 
9», Zone (rot) enthielt . . ..... 29g Ol D= 2400 IE Fraktion 7. 
g,Zone enthielt ......... «O4g Ol D= 700 IE. 
4,Zone enthielt ......... 22¢g01 D= 10IE. 


oo 


3. Adsorption. Versuch 8. Eine Lésung von 6 g Fraktion 7 in 400 ccm 
Benzol-Benzin 1:4 wurde durch eine Siule von Aluminiumhydroxyd II] 
filtriert, worauf mit 4000 cem Lésungsmittel nachgewaschen wurde. Es 
bildeten sich 3 Zonen aus. 


|.Zome emibielwt . . .......- BBB O1 D= 300 IK. 
2,Zone enthielt ......... 285g Ol D = 5000IK Fraktion 8. 
8,Zone enthielt ......... #03 g Ol D= 6000IE Fraktion 9. 


Aus Fraktion 8 wurde zunichst der Indicatorfarbstoff entfernt und 
dann die Hauptmenge der Sterine durch Ausfrieren, der Rest mit Digitonin 
abgetrennt. Der im Vergleich zu Fraktion 8 héhere Vitamingehalt der 
Fraktion 9 erklirt sich durch die geringere Beimengung von Sterinen. Frak- 
tion 8 und Fraktion 9 wurden in der friiher beschriebenen Weise mit frisch 
destilliertem 3,5-Dinitrobenzoylchlorid in Pyridin verestert. 


III. Aufarbeitung der Ester. Ester von Fraktion 8. Versuch 12. 
Kine Lésung von 1,8 g Roh-ester in 150 cem Bbenzol—Benzin 1:4 wurde 
durch eine Siule von Aluminiumhydroxyd III filtriert und mit 400 cem 
Lisungsmittel nachgewaschen. Es bildeten sich 4 Zonen aus, deren D-Vita- 
mingehalt colorimetrisch’) ermittelt wurde. In Ubereinstimmung mit den 
Befunden am Thunfisch-leberél enthielten die ersten beiden Zonen nur wenig 
Vitamin, die Hauptmenge befand sich in der 4. Zone. Das aus dieser Zone 
erhaltene Ol konnte aus seiner Lisung in Aceton durch vorsichtigen Zusatz 
von Methanol zur Krystallisation gebracht werden. Aus der dritten Zone, 
deren Olmenge gering war, und fiir die ein Vitamingehalt von 20°/, colori- 
metrisch ermittelt wurde, konnte kein krystallisierter Ester abgeschieden 
werden. 

Um das Roh-krystallisat der 4. Zone, das nach der colorimetrischen 
Bestimmung nahezu rein war, auf Einheitlichkeit zu priifen, wurde es aus 
Aceton—Methanol umkrystallisiert. Der zuerst auskrystallisierende Anteil 
ist als Fraktion 1, der durch Einengen der Mutterlauge erhaltene Teil als 
Fraktion 2 bezeichnet. Durch starkes Einengen der Mutterlauge von Frak- 
tion 2 wurde ein kleiner Teil der eingesetzten Menge als schlecht krystalli- 
sierende Fraktion 3 erhalten. 

Fraktion 1. Schmelzp. 124°. Gelbe, biischlig vereinigte Niddelchen. 
Erwies sich bei mikroskopischer Betrachtung als verunreinigt mit geringen 
Mengen einer in farblosen Nidelchen krystallisierenden Substanz. Beim 
Digerieren der Fraktion 1 mit leicht siedendem Petrolither blieb die Haupt- 
menge dieser Begleitsubstanz zuriick, wihrend der Vitaminester in Lésung 
ving. Der farblose Riickstand (Schmelzp. 183°) ist vielleicht der Ester eines 
héheren Alkohols. Die Petrolitherlésung des Vitamin-esters wurde ver- 
dampft und der Riickstand aus Aceton-Methanol umkrystallisiert. Schmelz. 
punkt 126°. Nach nochmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Aceton 
lag der Schmelzpunkt bei 128—129°. Ein Gemisch mit 3,5-Dinitrobenzoat 


1) H. Brockmann u. Y. H. Chen, Diese Z. 241, 129 (1936). 
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zeigte keine Schmelzpunkts-depression. 
Fraktion 2. Schmelzp. 124°. Nach dem Umkrystallisieren aus Aceton 


Methanol wurden biischlig vereinigte gelbe Niidelehen vom Schmelzp. 12s 
bis 129° erhalten. Nochmaliges Umkrystallisieren aus Aceton erhéhte de: 


Schmelzpunkt auf 129°. Gemischt mit Fraktion 1 oder mit 3,5-Dinitro 
benzoat des Vitamins D, trat keine Schmelzpunkts-depression auf. 


Fraktion 1. 10,55 mg Subst.: 2 cem Chloroform, |] = 1 dm. 
a = + 0,52° (+ 0,01") [a]2° = + 98,6° (+ 2°. 


Fraktion 1. 2,654 mg Subst.: 6,89 mg CO,, 1,93 mg H,O. Fraktion 2. 


2,900 mg Subst.: 7,515 mg CO,, 2,115 mg H,O. Kontrollsubstanz, 3,5-Dinitro 


benzoat von Vitamin D, anschlieBend analysiert. 4,270mg Subst.: 11,09 mg CO., 


3,07 mg H,O?). 


C,,H,.O,N. Ber. C 70,55 H 8,01 
Fraktion 1 Gef. ,, 70,80 ,, 8,13 

Fraktion 2. ,, 5» sayee y, 856 

Dinitrobenzoat Vitamin D, ,. » 70,83  ,, 8,05. 


Ester von Fraktion 9. Der Roh-ester wurde wie oben beschrieben aus 
Benzol-Benzin 1:4 an Aluminiumhydroxyd III adsorbiert. Ebenso wie bei 
der Adsorption des Esters aus Fraktion 8 lieB sich nur aus der untersten 
(4.) Zone des Chromatogrammes ein krystallisiertes Rohprodukt gewinnen. 
Beim fraktionierten Umkrystallisieren des Rohproduktes konnte aus den 
schwer léslichen Anteilen eine Substanz vom Schmelzp. 154° abgetrennt 
werden, die colorimetrisch keinen Vitamingehalt aufwies. Aus den Mutter- 
laugen dieser schwer léslichen Fraktion lieben sich zwei weitere Fraktionen 
abtrennen, die den Schmelzp. 123° zeigten und in gelben, biischlig vereinten 
Niidelchen krystallisierten. Die geringen Substanzmengen erlaubten nur ein 
einmaliges Umkrystallisieren jeder Fraktion, wobei der Schmelzpunkt aut 
126—127° stieg. Ein Gemisch mit 8,5-Dinitrobenzoat aus Vitamin D 
(Schmelzp. 129°) schmolz bei 127—128°. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der LG. Farben- 
industrie A.-G., Werk Elberfeld, spreche ich fiir die weitgehende Unter- 
stiitzung der vorliegenden Untersuchung meinen besten Dank aus. 


‘') Durch Fraktionierung gréf8erer Mengen von 3,5-Dinitrobenzoat aus 
Thunfisch- bzw. Heilbutt-leber wird es zweifellos gelingen, den bisher er 
reichten Schmelzpunkt noch etwas zu erhdhen. Eine uns von der Firma 
E. Merck, Darmstadt, freundlichst iiberlassene Probe eines 3, 5-Dinitrobenzoates 
von Vitamin D, (aus 7-Dehydrocholesterin), das iiber das Allophanat ge- 
reinigt war, schmolz nach unserer Bestimmung (Berl- Block, abgekiirztes, 
in 0,2° geteiltes Thermometer, Substanz 10° unterhalb des Schmelzpunktes 
eingesetzt) bei 182°, wihrend eine Spitzenfraktion aus Thunfisch6l bei 130° 
schmolz. Im Hochvakuum liegen die Schmelzpunkte um 1—1,5° héher und 
sind etwas schirfer. 

*) Die Analysen sind von Herrn Dr. H. Roth, Heidelberg, ausgefihrt. 
Der C-Wert fiir die Testanalyse (Alizarin) lag 0,2°/, tiber dem berechneten. 


aus Thunfisch-leberél [Schmelzp. 128—129° ')| sowie ein Gemisch mit einem 
Dinitrobenzoat von Vitamin D, (Schmelzp. 129°) aus 7-Dehydrocholesterin 
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Stoffwechselversuche mit Dicarbonsiuren. 
Von 


K. Bernhard und Marianne Andreae. 


(Aus dem Physiolog.-chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1936.) 


Bei der Verfiitterung von Undecandisiure und Sebacinsaiure 
‘an Hunde fanden P. F. Verkade, J. van der Lee und A.J.5. 
‘van Alphen?) im Harn der Versuchstiere geringe Mengen Pimelin- 
und Acelainsiure, bzw. Kork- und Adipinsiiure und betrachten 


damit die beidseitige /-Oxydation der Dicarbonsiiuren fiir be- 


wiesen, Fast gleichzeitig berichteten Bb. Flaschentriger und 
K. Bernhard?) iiber quantitativ ausgewertete Versuche an Hunden 
mit gréBeren und kleineren Mengen Sebacinsiiure (1,00 und 0,10¢ 
pro Kilogramm Kérpergewicht). Diese wurde zum groBen ‘Teil 


hunveriindert ausgeschieden, daneben aber auch in Kork- und 


Adipinsiure tbergefiihrt. 
Im Hinblick auf die von Verkade angenommene hohe Be- 


‘deutung der w-Oxydation am normalen Abbau der Fette und 
‘Fettsiiuren schien es uns angezeigt, in méglichst quantitativen 
‘Versuchen das Verhalten weiterer Dicarbonsiuren bei Mensch und 
‘Hund zu priifen. Wir haben in Selbstversuchen Sebacin-, Kork- 


und Adipinsaéure per os aufgenommen und auBerdem an Hunden 
Kork-, Adipin- und Bernsteinsiiure als Natriumsalz verfiittert 


‘ivgl. Tabelle auf folgender Seite). 


Schon 1877 wurde von Longo’) festgestellt, daB Bernstein- 


‘siure nach peroraler Verabreichung nicht im Harn erscheint. Wir 
‘konnen diese Befunde bestiitigen. Von der verfiitterten Bernstein- 
siure fanden wir nur 0,25°/, unveriindert im Harn. Sie wurde 
‘wohl fast ganz abgebaut und verhilt sich prinzipiell verschieden 
‘yon den Dicarbonsiuren mit héherer C-Zahl. Selbst geringe 
;Mengen Korksiiure und auch Sebacinsiiure sind schwer verbrenn- 
lich. Mengen von 10g Adipinsiiure pro Tag werden vom Hunde 


sréBtenteils wieder ausgeschieden, kleinere Dosen aber leicht ver- 


') Diese Z. 287, 186 (1935). 2) Diese Z. 288, 221 (1936). 
) Diese Z. 1, 218 (1877). 
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Korksiiure. 


K. Bernhard und Marianne Andreae, 


der Bernsteinsiiure nihert. 


brannt. Andersen‘) hat im Selbstversuch und bei einer Patienti:§ — 
nach Aufnahme von 5g pro ‘l'ag 55,0 baw. 72,5°/, der Adipin.f 

siure aus dem Harn isoliert, wir haben in einem Fall nach Zuful; 
von 2g pro Tag nur noch 6,76°/, Saure gefunden. 
Sebacin- und der Korksiure sind die Unterschiede in bezug ay 
die verabreichten Mengen viel weniger ausgeprigt. Wir glaube 
daher, daB sich die Adipinsiure in ihrem biologischen Verhalten§ 
Am schwersten verbrennlich ist di 





Bei 


dey 





Zusammenstellung der Versuchsergebnisse. 





Siure 
(als Na-Salz) 


Bernstein- (C,) 


Adipin- (C,) 


Kork- (C,) 


Sebacin- (C,,) 





Individuum 


Hund aq 


Mensch K. B.| 


Hund M. 
Hund M. 


Mensch M. A. 
Mensch K. B. 
Hund B. 


Mensch K. B. 
Hund B.?) 


Hund B.?) 





g Siure 


total 


50,0 


10,0 
10,0 
70,0 


10,0 


10,0 
30,0 


10,0 


25,0 


100,0 | 


*) Diese Z. 159, 300 (1926). 





pro Tag 


und kg 
Korper- 
evewicht 
0,42 


0,038 
0,15 


0,75 


0,033 
0,035 
0,866 


0.035 


0,10 


1,00 


Unveriindert 
ausgeschieden 
roh rein 
| 0,27) 0,22 
— | 6,76 

— 18,00 
75,15 63,64 
87,7 60,1 
68,8 44,9 
87,5 78,4 
34,6 | 24,8 
30,4 | 17,0 
55,0 | 37,0 








Unsere Versuche haben erneut die geringe Ausniitzung der 
Dicarbonsiuren C, und C,, und unter bestimmten Voraussetzungen 
auch der Adipinsiure bei Mensch und Hund bewiesen. Trotzdem 
bei den Dicarbonsiuren die theoretische Méglichkeit zum doppel-} 
seitigen Abbau einer Kette von zwei Carboxylgruppen aus besteht. 
ergibt hier der Versuch im Vergleich mit dem Verhalten der Mono- 
carbonsauren keine Begiinstigung der Verbrennung. Letztere finden 
sich nicht mehr im Harn’). Freilich kénnten sie auch als Glyceride 
einige Zeit im Gewebe liegen bleiben. Schénheimer') hat dies 
fiir Fette, die durch Hydrierung mit schwerem Wasserstoff gekenn- 
zeichnet waren, erst kiirzlich festgestellt. 


Abbauprodukt 


1,60 °/, 


0,44 %o 
5,5 a 
4,0 °/ 
7,0 °/, Korksiiur 
2,4 °/, Adipinsii 


Adipinsit 


Korksiur 


Adipinsig 7 


Adipinsig 7 








°) J. of Biol. Chem. 111, 175 (1935). | 
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Stotfwechselversuche mit Dicarbonsiuren. 


Versuchsteil. 


Die stoffwechselgesunden Versuchspersonen M. A. und K. Bb. tranken 
‘yerdiinnte wiBrige Na-Salzlésungen der Dicarbonsiiuren, den Hunden wurden 
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solche Lésungen dem Futter (gekochter Reis + mageres Pferdefleisch) bei- 
gemischt. Die Aufarbeitung der Harne und die [solierung der Dicarbon- 
giuren erfolgte wie bei den friiheren Versuchen °). 


1. Verhalten von Sebacin-, Kork- und Adipinsaure beim Men- 
schen. — Versuch 43: Sebacinsiure-selbstversuch von K. B. & 
{Alter 31 Jahre). An fiinf aufeinanderfolgenden Tagen wurden je 2mal 
41,00—10,00 g reine Sebacinsiiure aufgenommen. Harnmenge von 7 Tagen: 
6800 cem. Der itherische Harnextrakt lieferte insgesamt 2,808 g rohe Di- 
carbonsiiuren. Durch oftmaliges, stufenweises Umkrystallisieren konnten 
op,482 g reine Sebacinsiure erhalten werden. 

' Schmelzp. 130—131°, Mischschmelzpunkt mit Sebacinsiimre 130—131°. 


4,002 mg Subst.: 8,720 mg CO,, 3,200 mg H,O. — 3,414 mg Subst. 
yerbr.: 3,335 cem 0,01 n-NaOH. 
C,oH,.0, (202,14) Ber. C 59,37 H 8,97 Aquiv.-Gew. '101,1 
Gef. ,, 59,41 5» 8,95 7 102,3. 


Weiter wurden erhalten 32,6 mg reine Adipinsiure. Schmelz- 
ypunkt 144—145°. Mischschmelzpunkt mit Adipinsiiure 149—150°. 


4,125 mg Subst.: 7,470 mg CO,, 2,560 mg H,O. 
(,H,,0, (146,08) Ber. C 49,29 H 6,90 Gef. C 49,39 H 6,94. 


Versuch 45: Korksiure-selbstversuch. Versuchsperson M. A., 
iAlter 25 Jahre 9, nahm an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen je 2mal 1 00 
Total 10,0 g reine Korksiiure. Die Harnmengen von 8 Tagen betrugen 
10,99 Liter, woraus wir 8,775 g rohe Dicarbonsiiuren gewannen. U mkrystalli- 
ieren mit aktiver Kohle ergab in 8 Fraktionen insgesamt 6,0134 g analysen- 
“reine Korksiiure. Schmelzp. 1837—140°, Mischschmelzpunkt mit Korksiiure 
a137—140°. 







4 4,140 mg Subst.: 8,380 mg CO,, 2,970 mg H,O. 312,7 mg Subst. 
Werbr.: 36,07 eem 0,1 n-NaOH. 
> OHO, (174,11)  ~Ber. C 55,14 HH 810 <Aquiv.-Gew. 87,05 
| Gef. ,, 55,20 »» 9,08 ‘: 86,69. 
Fiir Fraktion I - » B17 »» 1,99 - 87,50 
~ = > wg DD,2H—s—«sys«BOS . 87,50. 


Versuch 46: Korksiiure-selbstversuch. Versuchsperson K. B. 
(vgl. Versuch 43) nimmt analog wie M. A. bei Versuch 45 10,0 g Korksiiure; 
‘Harnmenge in 8 Tagen 8162 cem. Erhalten wurden 6,88 g rohe Korksiiure 
fund daraus durch lore tarragon in 7 Fraktionen 4,494 ¢ reine Korksiiure. 
Schmelzp. 140—140,5 ig orsenrrse Sane mit Korksiiure 140°. 


2 Aquiv.-Gew. : Sidi I 87,26; IL 86,77; III 87,74; IV 86,98; V 87,04 
SVI 87,02; VII 87,72. 

Analysen: Fraktion I C 55,11 H 8,02; IL C 55,04 H 8,11; IV C 54,99 

HH 8,02; VI C 54,98 H 8,02. 

i Versuch 81: Adipinsdure-selbstversuch. Versuchsperson K. B. 

\vgl. Versuch 43). Aufnahme von 10,0 g Adipinsiure an fiinf aufeinander- 

| Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLY. 8 
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folgenden Tagen. Harnmenge von 8 Tagen 7455 ccm. Ausbeute an rohe 
braunen, teilweise von Ol durchsetzten Krystallen 5,72 g. Durch Umkrystall; 
sieren konnten in 5 Fraktionen 676,4 mg reine Adipinsiure erhalten werden 


Schmelzp. 147—150°, Mischschmelzpunkt mit Adipinsiure 149—150°. 
Analyse: C 49,21 H 6,99. 
2. Stoffwechselversuche an Hunden. — Versuch 44: Fiitterun 









von Korksiure, Hund B. 4, 11,65 kg schwer, 6 Monate alt, erhiilt i 
3 Tagen 30,0 g Korksiiure, pro Tag 2 mal 5,00 g. Harnmenge in 7 ‘Tage 
4900 eem. Gewicht der rohen isolierten Dicarbonsiiuren 26,20 g, das Uy 
krystallisieren lieferte 22,783 + 0,767 = 23,550 g reine Korksiiure. Schme; 
punkt 139—141° bzw. 188—140°, Mischschmelzpunkt mit Korksiiure 140 bzy 
138 —140°. 

Aquiv.-Gew.: Fraktion I 87,13; II 87,06. 

Analysen: Fraktion I C 55,21 H 8,19. 

Weiter wurden erhalten in 3 Fraktionen 401,6 mg reine Adipinsiiure, 
Schmelzp. 145—149°, Mischschmelzpunkt mit Adipinsiiure 145—149°. 

Aquiv.-Gew.: 107,3 mg 14,21 ccm 0,1 n-NaOH. 

Ber. 738,04 Gef. 75,05. 
Analysen: Fraktion I C 49,16 H 6,91 II C 49,40 H 6,91. 
Versuch 80: Fiitterung von Adipinsiiure. Hund M. Q, Ge 


wicht 13,40 kg, Alter 2'/, Jahre, erhielt pro Tag 2mal 1,00 g, insgesamf 


10,00 g Adipinsiiure. Die vereinigten Harnmengen der Haupt- und Nach 
periode (Volumen 6630 cem) lieferten bei der Aufarbeitung 5,331 g braune, 
krystallinische Roh-Fraktionen von teilweise schmieriger Beschaffenhei. 
Die Ausbeute an analysenreiner Adipinsiure (8 Fraktionen) betrug 1,800 ¢ 
Schmelzp. 148—151°, Mischschmelzpunkt mit Adipinsiiure 149—151°. 

Aquiv.-Gew.: 73,21. 

Analysen: C 49,30 H 6,88. 

Versuch 42: Fiitterung von Adipinsiiure. Hund M. & (vgl. Ver 
such 80) wurde mit 70,00 g (2mal 5,00 g pro Tag) Adipinsiiure gefiittert 
Die Harnmengen der Hauptperiode betrugen 7610, der Nachperiode 5940 ccm 
Die Aufarbeitung fiihrte zu 52,61 g¢ roher Adipinsiiure, welche aus Wasser 
oder Essigester umkrystallisiert wurde. Ausbeute an analysenreiner Adipit- 
siiure 44,555 g in 20 Fraktionen. Schmelzp. 148—150°, Mischschmelzpunkt 
mit Adipinsiiure 148—151°. 

Aquiv.-Gew.: Fraktion I 73,8. 

Analysen: Fraktion I C 49,25 H 6,93; If C 49,51 H 6,98; III C oi 
H 6,93; IV C 49,29 H 6,98. 

Versuch 47: Fiitterung von Bernsteinsiure. Hund J. @, 23,3 ky 
schwer, etwa 8 Jahre alt, bekam an 5 Tagen je zweimal 5,00, total 50,00 
reine Bernsteinsiiure. Harnmenge der Hauptperiode 5120 cem, der Nach: 
periode 6295 ccm. Erstere ergab 135,5 mg rohe, oder nach Umkrystallisierei 
aus Ather 113,3 mg reine Bernsteinsiiure. Schmelzp. 182—184°, Misclr 
schmelzpunkt mit Bernsteinsiiure 183—185°. 

4,072 mg Subst.: 6,050 mg CO,, 1,930 mg H,0. 

C,H,O, (118,05) Ber. C 40,66 H5,12 Gef. C 40,52 H 5,30. 
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Synthese des Okta-methylbilirubins ’). 


Von 
Hans Fischer und Jesef Aschenbrenner. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule in Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1936.) 


Vor kurzem?) berichteten wir iiber eine neue Synthese von 
Methoxy-pyrromethenen und bilirubinoiden Farbstoffen unter Be- 
niitzung von Pyrromethan-dicarbonséuren. Letztere sollten bei 
der Bromierung einheitlich 5,5’-Dibromkérper geben. Die Reak- 
tionsfihigkeit der beiden in 5,5’ befindlichen Carboxylgruppen ist 
jedoch nicht gleich, und infolgedessen tritt sehr leicht nur Ersatz 
der einen Carboxylgruppe durch Brom ein, so daB dann leicht 
5-Brom-5’-carbonsiure-pyrromethen erhalten wird, das geeignet 
ist fiir weitere Umsetzungen. 

Nahe lag es auch, das leicht zugingliche 2,3,4-Trimethyl- 
5-carbithoxypyrrol heranzuziehen, das friiher schon fiir die Ge- 
winnung des 3,3’,4,4’-Tetramethyl-5, 5 ’- dicarbithoxy-pyrromethans 
peniitzt war und das auf dem oben skizzierten Weg in die ent- 
sprechende Dicarbonsiure und in den entsprechenden Dibrom- 
kirper iibergefiihrt werden kann, wobei auch hier wieder die in 
der oben zitierten Arbeit erwihnten Zwischenprodukte erhiltlich 
find. Fiir die Gewinnung des zweifach gebromten Methans selbst 
geben wir im experimentellen Teil eine eindeutige Vorschrift. 

Fiir unsere Zwecke war die Verarbeitung des Dibrom- und 
Monobrom-pyrromethen-Gemisches von besonderem Interesse. Es 
konnte hier ohne groBe Schwierigkeiten durch Behandlung mit 
methylalkoholischem Kali das 5’-Brom-5-methoxy-3,3’,4,4’-tetra- 
methyl-pyrromethen folgender Formulierung (I) 








0i-—— 00, H,C——CH, 
, | 
Br. J CH- 00H, 
N N 
H 


') 16. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe: 15. Mitteilung, 
Diese Z. 288, 59 (1936). 
*) Diese Z. 229, 71 (1934). 


8 * 












Hans Fischer und Josef Aschenbrenner. 


108 





methen-5’-carbonsiure (II): 


” ae cm oT 
HOOC_ D- CH \ 7 OCH, 
N N 
H 


Die Siure laBt sich leicht verestern zu prachtvollen gelben Prismen, 

Durch Behandlung mit propylalkoholischem Kali lift sich II in 
5-Oxy-3,3',4,4'-tetramethyl-pyrromethen iiberfiihren, das schwact 
angedeutet die Gmelinsche Reaktion gibt (in der Mutterlauge stark), 
ein Hinweis darauf, daB noch bilirubinoide Nebenprodukte bei der 
Reaktion entstehen, iiber die bald nihere Mitteilung erfolgt. 

5-Oxy-3,3’,4,4’-Tetramethyl-pyrromethen reagiert mit Form. 
aldehyd—Chlorwasserstoff in iiblicher Weise zum Okta-methyl- 
bilirubin folgender Formulierung: 


H,C CH, H,C-—_CH, H,C_——,CH, 7, 
| | | 
HO. a CH, lJ CH——_ 0H 
N NH N N 
H 


einem typischen bilirubinoiden Farbstoff mit positiver Gmelinscher 
Reaktion. Dimethoxy-okta-methyl-bilirubin laBt sich aus Methoxy- 
carboxy-pyrromethen II mit Formaldehyd—Chlorwasserstoit leicht 
in gelben Prismen vom Schmelzp. 245° gewinnen. Die Ausbeute 
ist ausgezeichnet, die Gmelinsche Reaktion positiv. Weitere 
Umsetzungen sind im Gange. Okta-methyl-bilirubin gibt ein 
schién krystallisiertes Ferrobilin. 

Endlich berichten wir noch iiber die Umsetzung des Mono- 
und Dibrom-pyrromethen-Gemisches mit Anilin. MHierbei wird. 
wenn Anilin in groBem Uberschu8 nicht vorhanden ist, aus 
schlieblich die Mono-anilino-carbonsiure folgender Konstitutio 


108, H,C——CH, 
HOOCK _} CH = _NHC,H. 
N N 
H 


erhalten, die einen schén krystallisierten Ester mit scharie 
Schmelzpunkt gibt. Auch die Dianilino-Verbindung ist bei ana- 
loger Umsetzung des zweifach gebromten Pyrromethens zu et- 
halten. Die freie Base ist durch gute Krystallisationsfihigkett 
ausgezeichnet. 


gewonnen werden und die 5-Methoxy-3,3’,4,4’-tetramethyl-pyrro. 
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Synthese des Okta-methylbilirubins. 


Versuche. 


3,3',4,4’-Tetramethyl-pyrromethan-5,5’-dicarbonsaure'). 14 g¢ Di- 


' carbiithoxy-pyrromethan werden in 600 cem Alkohol aufgekocht und mit 
Feiner Lésung von 15 g NaOH in 100 cem H,O zwei Stunden lang unter 


Riickflu8 gekocht. Hernach dampft man den Alkohol ab und versetzt das 
Ganze mit 300 cem Wasser. Unter Eis-Kochsalzkiihlung wird bis zur 
lackmussauren Reaktion mit 50°/, iger Essigsiure gefillt, abgesaugt, mit viel 


| H,O nachgewaschen und im Exsiccator scharf getrocknet. Ausbeute 11,5 g. 


5,5’-Dibrom-3, 3’, 4,4’-tetramethyl-pyrromethen-hydrobromid und 
5-Brom -3,3,, 4,4’-tetramethyl - pyrromethen -5’-carbonsaure. 3 ¢ obiger 
Dicarbonsiiure werden mit 8 ecm Eisessig angeteigt und mit einer Lésung 
von 5g Brom in 20 cem Kisessig unter etwas Kiihlung mit Wasser bromiert. 
Ausbeute 4,2 g Gemisch. 


Darstellung des Dibrom-pyrromethens. Obiges Dibrom- und Mono- 
brom-pyrromethengemisch wird in wenig Eisessig angeteigt und auf einmal 
wit tiberschiissiger konzentrierter Bromlésung (1 g Brom pro 1 cem Eisessig) 
versetzt. Nach einigen Stunden saugt man ab und wiascht mit Ather nach. 


5-Methoxy -3,3’, 4,4’- tetramethyl - pyrromethen -5’-carbonsaure, 
deren Kalisalz und 5’-Brom-5-methoxy-3,3’,4,4’-tetramethyl-pyrro- 
methen. 3g Dibrom- und Monobrom-pyrromethengemisch werden °/, Stunden 
lang mit 60 cem 10°/,igem methylalkoholischen Kali unter RiickfluB um- 
cesetzt. Es wird '/, des Alkohols abgedampft, mit etwas heiBem Methyl- 
alkohol der abgesaugte Riickstand nachgewaschen und das Filtrat nach 
Zusatz von etwa 200 ccm Wasser erkalten gelassen. Es scheidet sich das 
Kalisalz des Methoxy-carboxy-pyrromethens zum gréBbten Teil in perlmutter- 
artig gliinzenden Krystallen neben dem Brom-methoxy-Kérper ab. Dieses 
Gemisch wird abgesaugt und im Exsiccator scharf getrocknet. Aus der 
Mutterlauge kann durch Ansiiuern mit Essigsiiure aus dem gelésten Kalisalz 


ler Rest an Methoxy-carboxy-pyrromethen gewonnen werden. Die Trennung 


les Kalisalzes vom Brom-methoxy-Kérper erfolgt durch Extraktion mit 
Ather aus der Hiilse. Als Riickstand erhilt man das iitherunldsliche Kalisalz, 
welches leicht mit Methylalkohol zu extrahieren ist. 


a) Reinigung des Brom-methoxy-pyrromethens. Dieses ist sehr 
eicht in Ather léslich und wird nach Zusatz von Tierkohle gereinigt. Um- 
krystallisieren aus Ather-Methylalkohol. Briunlichgelbe Prismen vom 
‘chmelzp. 144°. Ausbeute 0,3 g. 

4,664 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 9,270 mg CO,, 2,360 mg H,0. 
420 mg Subst.: 3,250 mg AgBr. — 4,500 mg Subst.: 3,450 mg AgJ. 
C,,H,,0,N,Br (309,05) 
Ber. C 54,36 H 5,54 Br 25,85 OCH, 10,03 
Gef.  ,, 54,21 » 5,66 25,52 , 10,18. 

b) Isolierung des Methoxy-carboxy-pyrromethens und dessen 
Kalisalz. Das aus der Mutterlauge mit Essigsiiure gefillte Methoxy-carb- 
<y-pyrromethen wird am zweckmiBigsten in methylalkoholischem Kali 


1) Liebigs Ann. 450, 127 (1926). 
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gelést und wie das durch Extraktion gewonnene mit Tierkohle gereinig, 
Ausfillen mit Ather. Die freien Carbonsiiuren werden aus der methy). 
alkoholischen Liésung nach Zusatz von Wasser mit Essigsiiure gefillt. Uy. 
krystallisieren aus Pyridin-Alkohol. Gelbe Prismen vom Schmelzp. 216° unte; 
Zers. Ausbeute 1,2 g. Schmelzpunkt des Kalisalzes 292° unter Zers, (yer. 
filzte Nadeln). 

5,230 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 12,580 mg CO,, 3,035 mg H,0. — 
4,204 mg Subst.: 0,392 ecm N, (21°, 725 mm). — 4,535 mg Subst.: 3,882 mg Ag] 


C,;H,,O,N, (274,15) Ber. C 65,65 H 6,61 N 10,21 OCH, 11,31 
Gef. ,, 65,60 »» 6,49 » 10,33 » tis 


5-Methoxy -3, 3’, 4, 4’-tetramethy1-5’-carbmethoxy - pyrromethen, 
Die Siure wird in Methylalkohol aufgeschliimmt und mit einer éitherischer 
Diazomethanlésung verestert. Nach Abdampfen der Lésungsmittel wird 
aus Aceton-Methylalkohol umkrystallisiert. Lange gelbe Prismen yoy 
Schmelzp. 152—153°. 

2,990 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 4,880 mg AgJ. 


C,H OsN, (288,16) Ber. OCH, 21,52 
Gef. » 21,56. 


5-Oxy-3,3’,4,4’-tetramethyl-pyrromethen. 2g Methoxy-carboxy. 
pyrromethen werden in der Silberhiilse im Bombenrohr mit 20 ecm 10°/, igen 
propylalkoholischem Kali und 2 ccm Wasser 3 Stunden lang auf 190—200' 
erhitzt. Man kippt das Reaktionsprodukt in Wasser, saugt ab, wiischt erst 
mit Wasser, dann mit Alkohol nach. Der Riickstand wird mehrmals mit 
Pyridin-Tierkohle ausgekocht, die Pyridinlésung im Vakuum eingeengt und 
mit Alkohol versetzt. Die ausgeschiedenen gelben Krystalle werden aus 
Pyridin umkrystallisiert. Schwach angedeutete Gmelinsche Reaktion, 
wihrend die Mutterlaugen infolge ihrer Griinfiirbung auf Oxydationspro- 
dukte bilirubinoider Kérper schlieBen lassen. Schmelzp. 290° unter vorher. 
gehender Dunkelfirbung. Die Substanz war methoxylfrei. 


3,360 mg Subst.: 0,392 cem N, (23°, 710 mm). 4,855 mg Subst.: 
12,865 mg CO,, 3,060 mg H,O. — 3,360 mg Subst.: 0,292 cem N, (23°, 710 mm. 
C,3H,,0,N, (216,13) Ber. C 72,18 H 7,45 N 12,95 OCH, frei 

Gef. ,, 72,21 ,, 7,05 ,, 12,57. 


Dimethoxy-oktamethyl-bilirubin. 0,1 g Methoxy-carboxy-pyrro- 
methen werden mit 1 cem Formaldehydlésung und 2 cem konz. Salzsiiure 
kondensiert. Nach einigem Stehen wird in viel Wasser gegossen und da: 
ausgeschiedene Hydrochlorid mit Ammoniak in die freie Verbindung itiber 
gefiihrt. Umkrystallisieren aus Chloroform-Methylalkohol. Gelbe Prismen 
vom Schmelzp. 245° unter Zers. und positiver Gmelinscher Reaktion. 
Ausbeute: beinahe quantitativ. 

4,581 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 12,410 mg CO,; 3,030 mg H,". 
— 4,163 mg Subst.: 0,440 cem N, (17°, 722 mm). — 4,005 mg Subst: 
3,880 mg AgJ. 

C,oH,,0.N, (472,31) Ber. C 73,68 H 7,68 N 11,86 OCH, 13,13 
Gef. ,, 78,88 ,, 7,40 ,, 11,82 » 12,80. 
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: Oktamethyl-bilirubin. 0,1 g 5 Oxy-3,3’,4,4’- tetramethyl-pyrromethen 
‘werden mit 1 cem Formaldehyd und 2 ecm konz. HCl gut verrieben und 
in viel Wasser gekippt. Griiner Niederschlag, der aus Chloroform um- 
\krvstallisiert werden kann und nach Zusatz von CH,OH mit gelbbrauner 
| Pirbung fast vollstiindig wieder ausfillt. In den Mutterlaugen bleiben die 
bei der Umsetzung entstandenen Oxydationsprodukte mit griiner Fiirbung 
_gelist. Gmelinsche Reaktion positiv. 


1,685 mg — 0,005 mg Asche = 4,680 mg Subst.: 12,385 mg CO,, 


§2975 mg H,O. — 3,761 mg Subst.: 0,426 cem N, (22°, 710 mm), kein OCHs. 
C,,H,.0,N, (444,27) Ber. © 72,92 H 7,25 N 12,61 
Gef. ,, 72,17 ,, 711 ,, 12,24. 


Ferrobilin aus dem Oktamethyl-bilirubin. Nach Zusatz einer konzen- 


‘ trierten Loésung von Ferrichlorid zu Oktamethyl-bilirubin in Eisessig wurde 


auf dem Wasserbad kurz erwiirmt und nach Erkalten mit Ather der Farb- 


stoff vollstiindig ausgefillt. Umkrystallisieren aus Aceton und Fiillen mit 
Ather. Blaue, mikroskopisch feine Krystalle von rotem Oberflichenglanz. 
F Schmelzp. 282° unter Zers. 


1,150 mg Subst.: 7,690 mg CO,, 1,865 mg H,O + 0,505 mg Fe,0,. 


4305 mg Subst.: 0,322 cem N, (23°, 715 mm). 


Cy,H,,0O,N,FeCl,- HCl (640,93) 
Ber. C 50,55 H 4,87 N 8,74 Fe 8,71 
Get. ,, 50,54 yy 0,03 » 8,12 » 9,01. 


5-Anilino-3,3’,4,4’-tetramethyl-pyrromethen-5’-carbonsaure. 2,2 ¢ 


| des Dibrom- und Monobrom-pyrromethengemisches werden in 20 cem Methyl- 


alkohol und 8 g frisch destilliertem Arilin */, Stunden unter RiickfluB ge- 


'kocht. Nach Erkalten saugt man von den ausgeschiedenen roten Krystallen 


ab. Bei dieser Reaktion konnte kein Dianilino-K6érper beobachtet werden. 


| Umkrystallisieren aus Pyridin—-Alkohol. Roter Farbstoff vom Schmelzp. 246° 
| unter Zers. Ausbeute 0,8—1,0 g. 


3,746 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 0,441 cem N, (22°, 717 mm). 
Yep lde,0,N, (335,18) Ber. N 12,53 Gef. N 12,85. 
5-Anilino-3,3’,4,4’-tetramethyl-5’-carbmethoxy-pyrromethen. Die 


Anilino-earbonsiure wird in Pyridin—Methylalkohol aufgeschlimmt und mit 
| itherischer Diazomethanliésung verestert. Nach Stehen tiber Nacht dampft 


man ab und versetzt die Pyridinlésung mit viel Wasser, woraus sich in 
a4 


| einiger Zeit Flocken abscheiden. Reinigung derselben mit Aceton—Tierkohle 


und Umkrystallisieren aus Aceton—Methylalkohol. Orangegefirbte Prismen 
vom Sehmelzp. 199°. 


3,856 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 0,432 cem N, (22°, 717 mm). — 


| 4,095 mg Subst.: 2,705 mg AgJ. 


C,,H,,0,N, (349,19) Ber. N 12,03 OCH, 8,88 
Gef. ,, 12,23 ~ wie. 


5,5’ - Dianilino -3,3’,4,4’- tetramethyl - pyrromethen -hydrobromid. 


| 1g Dibrom-pyrromethen wird in 15 ccm Methylalkohol aufgeschliimmt und 


mit 1,5 g frisch destilliertem Anilin 1 Stunde lang gekocht. Nach Erkalten 
wird abgesaugt, mit Methylalkohol nachgewaschen und aus Ameisensiure, 
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in der der Farbstoff von Violett nach Rot umschligt, durch EingieBen jy 
Ather—Alkohol umkrystallisiert. Blaugefiirbte Prismen vom Schmelzp. 245° 
Ausbeute 0,7 g. 


4,507 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 0,490 cem N, (20°, 710 mm). 
C.;H,,N,Br (463,14) Ber. N 11,83 Gef. N 12,09. 


5,5’ - Dianilino -3,3’,4,4’-tetramethyl-pyrromethen. Das Hydro. 
bromid ist in heiBem Pyridin nicht bestiindig. Daher suspendiert man e; 
in Alkohol und verreibt mit iiberschiissiger NaOH, wobei man Farbumschlag 
nach Rot erhilt. Man setzt noch etwas Wasser zu, saugt ab und krystalli. 
siert aus wenig Aceton—Alkohol um. Braunrote Prismen vom Schmelzp. 245 
unter Zers. 

NB. Ist Anilino-carboxy-pyrromethen beigemengt, so bleibt es als Na 
Salz in Lésung und kann mit Essigsiiure gefillt werden. 

4,540 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 13,070 mg CO,, 2,730 mg H,0. 
4,572 mg Subst.: 0,613 cem N, (20°, 709 mm). 

C.,HogN, (382,23) Ber. © 78,48 H. 6,85 N 14,65 
Gef, ,, 78,52 »» 6,76 » 14,57. 








Ben 10 


‘ 


° he 





irubin, 


285 





Uber die Bedeutung der Fumarsaure 
fiir die tierische Gewebsatmung'’). 


[V. Mitteilung. 


Von 


I. Banga und A. Szent-Gyorgyi. 


Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie, Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1936.) 


OES. = Oxalessigsiure. FS. = Fumarsiure. 
FAS. = Gleichgewichtsmischung der Fumar- und Apfelsiiure. 


[In unseren drei vorhergehenden Mitteilungen”) wurde eine 
Theorie der Fumarsiurekatalyse der Atmung entwickelt. Eines 
der wichtigsten Glieder des Atmungssystems ist nach dieser Theorie 
die Fumarsiiuredehydrase, die die FS. zu OKS. dehydriert, welche 
letztere Substanz dann als Acceptor des Wasserstofis der Nihr- 
stoffe dient. Der erste Teil vorliegender Arbeit beschiftigt sich 
mit dieser Dehydrase. Es wird gezeigt, daB der Muskel eine 
hochaktive FS.-Dehydrase enthalt. Es wird die Methode ihrer 
Priparierung angegeben. Die wesentlichsten Eigenschaften dieses 
Fermentes werden untersucht. Es wird gezeigt, dab dieses Fer- 
ment jene Kigenschaften besitzt, die es zur Erfiillung seiner Rolle 
als Atmungskatalysator bendtigt. 

In unseren friiheren Mitteilungen wurde gezeigt, daB der 
Muskel zugesetzte OES. mit groBer Geschwindigkeit zu FAS. zu 
reduzieren vermag. Ks wurden quantitative Methoden zur Messung 
der OES. angefiihrt und es wurde angegeben, dai aus dem 


1) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy Jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
*» [.: B. Gézsy u. A. Szent-Gyoérgyi, Diese Z. 224, 1 (1934). 
Il.: Annau, Banga, Gézsy, Huszak, Laki, Straub u. Szent- 
Gyérgyi, Ebenda, 236, 1 (1935). 
[Il.: Annau, Banga, Blazso, Bruckner, Laki, Straub u. 
Szent-Gyérgyi, Ebenda, 244, 105 (1936). 
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Schwunde der OES. auf seine Reduktion geschlossen werden kann, 
Unsere Arbeiten gaben uns keinen Anhaltspunkt fiir die Existen, 
einer $-Decarboxylase. Unsere spiiteren Erfahrungen zeigten aber, 
daB unter Umstinden OES. verschwinden kann, ohne daB may 
die ganze Menge verschwundener OES. durch seine Reduktioy 
verantworten kénnte. Die weitere Verfolgung dieses Befundes 
erbrachte den Beweis, daB der Muskel die OES. unter Umstiindey 
mit nicht unwesentlicher Geschwindigkeit zu CO, und Pyruvat 
zersetzt. 

In der vorliegenden Arbeit werden die Kigenschaften dieser 
Decarboxylation untersucht und es werden die Bedingungen an- 
gegeben, unter denen die Reduktion des Oxalacetats untersucht 
werden mus, um durch Decarboxylierung nicht gestért zu werden, 
Die Versuche zeigen auch, dai die EKigenschaften der Decarb- 
oxylation derartige sind, da durch sie die FS. nicht in der Er- 
fiillung ihrer katalytischen Funktion gestért zu werden vermag. 


Die Fumarsaure-dehydrogenase. 


Darstellung des Fermentes. Der Brustmuskel der frisch ge- 
téteten Taube wird in einer vorgekiihlten Latapie-Miihle rasch gemabhlen 
(vgl. II. Mitteilung). Der Brei wird in einem vorgekiihlten Mérser in eis- 
gekiihltem, destilliertem Wasser suspendiert. 1ml Wasser pro Gramm 
Gewebe. Die Suspension wird 5 Minuten lang energisch verrieben, durch 
ein dicht gewobenes Tuch ausgepreBt. Der Extrakt wird bei 0° 1'/, Stunden 
aufbewahrt. In dieser Zeit tritt eine schwache Séuerung ein (py 6,5). 
Dann wird zentrifugiert, das Priizipitat in Phosphatringer suspendiert. 1 m! 
Ringer pro Gramm urspriinglichen Muskelbreies.') 

Diese Suspension wird mit verdiinnter Essigsiiure angesiiuert, bis sic 
Lackmus eben schwach zu réten beginnt. Nun wird nochmals scharf 
zentrifugiert. Wo es besonders darauf ankommt, ein donatorfreies Priiparat 
zu haben, wird diese Suspendierung und Priizipitierung nochmals wiederholt. 

Das Zentrifugat wird nun in der gleichen Menge Ringerlésung sus- 
pendiert, nur wird Ringerlésung verwendet, die eine doppelte Konzentration 
hat. Nun wird unter Zugabe von NaQH-Lésung das pq der Suspension 
auf 7,4 eingestellt. 

Von dieser Suspension wird fiir einen Versuch 1,5 ml genommen und 
mit Wasser oder sonstigen Zusiitzen auf 4 ml verdiinnt. 


Fiir Dehydrationsversuche gebrauchten wir als Indi- 
cator 0,25 mg 1-Naphthol-2-Na-Sulphonat-indo-2, 5 -dichloro- 


') Die Ringerphosphatlésung wurde nach dem Gebrauch im Keiling- 
schen Laboratorium zusammengesetzt: 100 Teile 0,9 °/, NaCl, 4 Teile 1,15 °/, 
KCl, 1 Teil 2,11 °/, KH,PO, und 1 Teil 3,82, MgSO, und 21 Teile einer 
Mischung von 40 ml m/4-Na,HPO, plus 2 m! n-HCl. 
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Das Ferment ohne Zusatz entfarbt den Farbstoff bei 


phenol ’). 
37° nur sehr langsam. 

Das Fermentpraparat enthalt unter anderen Dehydrasen eine 
sehr aktive Fumarsiure-dehydrase. Unter den erprobten Dona- 
toren ist FS. am aktivsten und wird in der Verkiirzung der 
Entfirbungszeit nur durch Succinat, seltener durch Lactat erreicht. 

Beispiel (Tab. I): Ferment, suspendiert in 0,9°/, NaCl plus m/15-Phos- 
phat, py 7, Donator 10mg. Entfirbungszeiten. 


Tabelle I. 


Pine aca wo Se Hexosediphosphat . . 6’ 0” 
Fumarat . 2’ 30” Lactat 3’ 30” 
Sucecinat . 2’ 30” xlutaminat ..... 6’ 0” 


Auch Oxalacetat und Pyruvat sind gute Donatoren. Das 
Ferment enthalt auch ein aktives ,,Atmungsferment“ (Warburg), 
wie dies die intensive Sauerstoffaufnahme in| Gegenwart von 
Succinat oder p-Phenylendiamin beweist. \ 

Die Dehydrierung des Fumarats ist von der Anwesenheit 
von Phosphat und Co-Dehydrase abhingig. Sie wird durch beide 
gsesteigert. Beispiel: 

Tabelle Ll. 








| ; ae Zusatz 
Suspensionsfliissigkeit 
Pu 74 Co-Dehydrase Fumars. | Co-Dehydrase 
1 mg 10 mg | plus Fumars. 
0,9 NaCl (py mit NaOH eingestellt) 9’ 80” T 20” 5’ 45” 
0,9 NaCl plus m/15-Phosphat . 11’ 45” 6 0” 3’ 30” 
Phosphatringer (Keilin) 8’ 45” 6 0” 4’ 0” 
Ringer plus '/,; mol. Phosphat . 14’ 0” 6° 0” 4’ 0” 


Die Aktivitat der Fumardehydrase steigt rasch mit steigen- 
dem p,,, um bei 7,4 ein Maximum zu erreichen. Fig. 1 gibt diese 
Abhingigkeit. [Abszisse: p,,, Ordinate: Aktivitit der Dehydrie- 
rung; reziproker Wert der Entfirbungszeit x 100.] 

1) En dieses Farbstoffs ist +119 MV. Methylenblau ist mit seiner 
intensiveren Farbe fiir Dehydrierungsversuche giinstiger, nur ist dieser 
Farbstoff im Falle von Fumarat zu negativ, da das Leukomethylenblau in 
Gegenwart von Fumarat durch die stets anwesende Succinodehydrase zum 
Methylenblau dehydriert wird. 
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Die Dehydrierung der Fumarsiure wird durch Oxalessig- 
siure stark gehemmt. Schon minimale Mengen der Oxalessig- 
siure vermégen eine deutliche Hemmung zu geben. 








eee cemcaly 
/ 
/ 
: n 
PH 7 8 


Fig. 1. 


Beispiel (Tab. II): Entfirbungszeit in Gegenwart von 10 mg FS. 
1. Kolumne: Suspension in NaCl, 2. Kolumne: dasselbe Ferment in Phos 
phat m/15, 3. Kolumne: neues Fermentpriiparat in NaCl in Gegenwart vou 
1 mg Co-Dehydrase. p,, in allen Réhren 7,4. 


Tabelle III. 

















10 mg 13’ 80” 7 30” 4° 0” 
5 mg 9’ 30” T 30” 4°15" 
2,5 mg 4°15” 
Oxalessigsiure 1,25 mg 9 0” 6’ 30” 4° 15” 
0.6 mg y v “Oo 415” 
0,3 mg 6° 16" 4’ 0” —- 
0 mg 5” Oo” 3’ 30” 1° 45” 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die wahre Abhiingig- 
keit der Dehydrierungs-intensitiit von der Fumarat-konzgntration 
nicht einfach festgestellt werden kann, da die erste entstandene 
OES.-Menge die weitere Dehydrierung hemmt. Diese Hemmung tritt 
dann mit der Menge der FS. in ein uniibersehbares Verhiltnis. 

Die wahre Abhingigkeit der Dehydrierungs-geschwindigkeit 
von der Fumarat-konzentration kann nur gemessen werden, wenn 
man Sorge tragt, die entstandene OES. vom Reaktionsgemisch 1 
entfernen. Auch in der lebenden Zelle wird die OES. durch dic 
stets iiberwiegende Reduktion entfernt. 

Die entstandene OES. kann mit Glutaminsiure entfernt werden. 
da diese Substanz mit der Oxalessigsiiure in Gegenwart unseres 
Fermentes sehr rasch zu einer noch unbekannten Verbindung 
gekuppelt wird?). Wird zum Fermentpraiparat OES. allein zu- 
gesetzt, so kann diese Substanz auch nach langerer Zeit (10 Min. 


'! Hydrazin ist zur Entfernung der OES. ungeeignet, da seine Reak 
tion mit Oxalacetat bei py 7,4 sehr langsam vor sich geht. 
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gum gréBten Teil wiedergefunden werden. Wird zugleich 20 mg 
Glutaminsiiure zugesetzt, so wird die zugesetzte Oxalessigsiure 
‘§ mg) in 10 Minuten ganz zum Schwunde gebracht'). Ohne 
Ferment oder Muskel findet zwischen beiden Siiuren keine Reak- 
tion statt. 

Stérend wirkt bei diesen Versuchen, dab Glutaminat selber 
auch durch den Muskel dehydriert wird. In manchen Priparaten 
ist diese Dehydrierung sogar recht intensiv. Bei den meisten 
Priparaten jedoch ist die Dehydrierung der E'S. viel intensiver 
als die der Glutaminsiiure, so daB letztere das Resultat doch 
nicht wesentlich stort. 

Untersucht man die Dehydrierung der I'S. in Gegenwart von 
Glutaminat, so findet man, daB diese iiuerst intensiv ist, viel 
intensiver, als man dies sonst findet. Variiert man nun die 
Fumarat-konzentration, so findet man, dab die Dehydrierungszeit 
bis zu minimalen Fumarat-konzentrationen konstant bleibt, d. h. 
die Fumarat-dehydrierung eine Reaktion vom Null-Typus dar- 
stellt. Die Fumarat-dehydrase ist bereits bei minimaler 
Substrat-konzentration gesittigt, eine Folgerung, die fir 
die Theorie der Fumaratkatalyse der Atmung von fundamentaler 
Bedeutung ist. Bei der geringen Fumarat-konzentration des 
Muskels vermag diese Substanz die zugeschriebene katalytische 
Wirkung nur dann auszuiiben, wenn ihre Dehydrierung nach dem 
Null-Typus verlauft, und die Dehydrase schon bei der physio- 
logischen Fumarat-konzentration gesiittigt ist. Wie der Versuch 
zeigt, ist dies tatsichlich der Fall. 

Beispiel (Tab. IV): Fermentpriiparat in Phosphatringer. 1 mg Co- 
Dehydrase. 1. Kolumne: Dehydrierungszeit bei variierter Fumarat-konzen- 
tration ohne Glutaminsiiure-zusatz, 2. Kolumne: dasselbe bei Zusatz von 
20 mg Glutaminsiiure. In der 3. und 4. Kolumne ist ein gleiches Expgrir 
ment mit einem anderen Fermentpriparat ohne und mit 4 mg Glutdmin- 
siiure angegeben. 


Tabelle IV. 





0 mg 8’ Qo’ 5” 25’ 8’ 20” 
20 mg 2’ 20” 0’ 50” A’ 15” 1’ 30” 
umarat — . ll . nl : al ! ll 
2,5 mg 3° 45' 0’ 50 8° 20 L’ 30 
1,25 mg 5’ 0’ 50” 11’ 30” 1’ 30” 
0,62 mg 5’ 0’ 50” 12’ 0” 2’ 

















') 0,5 g des gemahlenen Muskels vermag diese Menge unter gleichen 
Bedingungen schon in 2 Minuten zum Schwunde zu bringen. 
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Diese Oxalacetat-hemmung der Fumarat-dehydrierung macht 
es verstindlich, daB das Ferment in Gegenwart von Sauerstoff “td 
aerob nur sehr wenig FS. zu oxydieren vermag, daf man also in yn 
solchen Versuchen eine sehr geringe O,-Aufnahme _ beobachitet 
und nur minimale Mengen von OES. vorfindet (0,5 mg). Die & jati 
Sauerstoffaufnahme kann aber wesentlich gesteigert werden, weun 
man Glutaminat oder die spiter zu beschreibende Decarboxylase 
zusetzt, die das Oxalacetat zu CO, und Brenztraubensiure zerlect. 


Beispiel (Tab. V): Sauerstoffaufnahme von 1,5 ml Fermentsuspension 
in Ringerphosphat in 30 Minuten in cmm Q,,. 


Tabelle V. 





Ferment ... ; ook 4 oe 4 0 
Ferment + Fs. 10 mg . 5 ai a 60 
Ferment + Glutaminat 10 mg a. eet aan 25 
Ferment + Glutaminat+ FS... ... 144 


Ferment .. . a ae ee 0 
Ferment + Fs. 101 ee oe ae ae 69 
Ferment + Decarboxy a 0 
Ferment + Decarboxylase + FS. . . . 111 
Decarboxylase + FS. ........ 0 





Decarboxylation der Oxalessigsaure. spo 


Bereitung des Extraktes. Die klare Fliissigkeit, die nach — ent: 
dem Entiernen der Fumardehydrase an der Zentrifuge erhalten hin 
wurde (vgl. S. 114), wird fiir 5 Minuten auf 60°-erwirmt, das ent- § hiel 
stehende voluminése Priizipitat an der Zentrifuge entfernt. Die und 
klare Lésung enthilt annihernd die ganze decarboxylatische — vers 
Funktion des Muskels. Kin gleich wirksames Praparat kann auch — den 
erhalten werden, wenn anstatt der Krwarmung ?/, Vol. 96°/,iger J ung 
Athylalkohol zugesetzt, das Priizipitat entfernt, der Alkohol in § Bef 
vacuo abgesaugt wird. - Dec 

Die so erhaltenen Lésungen enthalten keine Dehydrasen und hing 
keine Fumarase. Sie verbrauchen aerob keinen Sauerstoff und — wes 
vermégen OES. nicht zu reduzieren. Brenztraubensiure wird durch lati 
diese Lésung nicht decarboxyliert. Die zu dieser Lésung zu- spr 
gesetzte OES. verschwindet bei der Bebriitung. Im Reaktions- §— 
gemisch wird eine Aquivalente Menge von Brenztraubensiiure und § ati 
CO, gefunden. FAS. wird nicht gebildet. 

Beispiel: 1,5 ml Fermentlésung (Alkoholmethode) + 1,5 ml doppelt 


konzentriertes Ringer-Phosphat, 1 ml OES.-Lésung, 6 mg OES. enthaltend. 
10 Minuten Bebriitung (37°). 
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Gefunden wurde 3,6 mg Oxalacetat, Zunahme der Brenztraubensiiure 
1.50 mg. CO, 0,88 mg'). Verschwunden ist also 2,4 mg Oxalessigsiure. 
Die gefundene Brenztraubensiiure entspricht 2,25 mg, die CO, 2,42 mg Oxal- 
acetat. Es wurde keine FAS. gefunden. 

Aus diesem Beispiel geht hervor, daB die OES. decarboxy- 


latisch verschwunden ist. 











- mecmttin. 
on — aw ; _ 
a 
A aida aa 
| dl, wa 
| ne 
i 
> x 1. seroma —— ———& 
i ] i L 
Pr 8 7 6 ) 
Fig. 2. : 


Die verschwindende OES. ist deutlich gréBer, als dies der 
spontanen Decarboxylation dieser Siure in proteinhaltigen Lésungen 
entspricht. Dies sei durch die Fig. 2 erliiutert, die die p,-Ab- 
hingigkeit der Decarboxylation darstellt. In diesem Versuch ent- 
hielten die 4ml des Reaktionsgemisches 1,5 m] Extrakt, 6 mg OKS. 
und m/15-Phosphat. Die unterste Kurve gibt die in 10 Minuten 
verschwundene Oxalessigsiiure in reiner Pufferlésung, die mittlere 
den Schwund in Gegenwart gekochten Extraktes, die oberste mit 
ungekochtem Extrakt wieder. Die Kurve zeigt, entsprechend den 
Befunden Straubs (III. Mitteilung), dab der gekochte Extrakt die 
Decarboxylation auf das Doppelte steigert. Ungekochter Extrakt 
hingegen vermag, wie die Kurve zeigt, diese Decarboxylation noch 
wesentlich weiter zu steigern. Die Intensitiit dieser Decarboxy- 
lation im Extrakt ist die gleiche wie in.Gegenwart der ent- 
sprechenden Menge zerkleinerten Muskels. 

Die Kurve zeigt zugleich, daB die so gesteigerte Decarboxy- 
lation bei schwach saurer Reaktion ein Maximum hat. 

Fig. 3 gibt die Abhiingigkeit der Decarboxylation von der 
Konzentration der OES. 1,5 ml Extrakt. Gesamtvolumen 4 ml. 


1) Methode vgl. III. Mitteilung. 
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Pp, 7,4, Phosphat m/15. Abszisse: zugesetzte OES. in Milligramn, 
Ordinate: verschwundene OES. in Milligramm. Die Kurve zeigt, 
daB bei geringerer Konzentration die Menge der decarboxylierte, 
OKS. ungefahr ihrer Konzentration proportional ist. 

l 
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Fig. 3. Fig. 4. 


Fig. 4 gibt die Abhingigkeit der Decarboxylation von der 
Zeit. Versuchsbedingungen wie bei Fig. 3. Abszisse: Zeit in 
Minuten, Ordinate: verschwindende OES. in Milligramm. Die 
Kurve zeigt, daB die Decarboxylation auch bei liingerer Versuchs- 
dauer nicht an Intensitaét abnimmt. 


Reduktion der OES. 


Um die optimalen Bedingungen der OES.-Reduktion zu finden. 
muBte, im Vergleich mit der Decarboxylierung, auch die FAS- 
Bildung in ihrer Abhangigkeit von p,,, Konzentration und Zeit unter- 
sucht werden. 
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Fig. 5. 


Py Beispiel (Fig. 5): Muskel in m/15-Phosphat. Abszisse: pg, Ordi- 
nate: die in 5 Minuten verschwundene OES. in Milligramm (obere Kurve) 
bzw. gebildete FAS. (untere Kurve). 
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Der Versuch zeigt, daB die FAS.-Bildung mit steigendem p,, 
gunimmt, um bei schwach alkalischer Reaktion ein Maximum zu 
erreichen. Die Menge der gesamten verschwundenen OKS, nimmt 
segen die saure Seite nur wenig ab. Also verschwindet gegen die 
saure Seite zu stets mehr und mehr OES. durch Decarboxylation. 


OES.-Konzentration. Zwei unabhingige Versuche werden in Fig. 6 
cegeben. Muskel in m/15-Phosphat pq 7,4. Abszisse: anwesende freie OES, in 
Milligramm, Ordinate: verschwundene OES. (obere Kurve) bzw. gebildete 
FAS. (untere Kurve) in Milligramm nach 5 Minuten. 








Fig. 6. 


Im Versuch, der im unteren Kurvenpaar wiedergegeben ist (Keilin- 
Ringer) ist die Reduktion (gebildete FAS.) von der anwesenden OES.-Menge 
unabhiingig, wihrenddessen die totale verschwundene Menge der OKS., also 
auch die Deearboxylierung, mit zunehmender Konzentration langsam an- 
steigt. Die beste Prozentausbeute an FAS. ist also bei der Konzentration, wo 
die OES. nicht in groBem Uberschub anwesend ist. 

Im zweiten Versuch (m/15-Phosphat py 7,4) steigt die Reduktion mit 
zunehmender Konzentration der OES. bis zu ungefihr 6 mg, um dann bei 
weiterer Erhéhung der Konzentration der OLS. nicht mehr wesentlich zu- 
zunehmen. Die totale verschwundene OES.-Menge steigt aber bis zur gréBten 
verwendeten Konzentration linear an. 

Nachdem die FAS.-Bestimmung stets mit einem Verlust von 
20—40°/, verbunden ist, ist aus diesen Kurven ersichtlich, daB 
bis zu 6,5 mg OES. keine OES. durch Decarboxylierung ver- 
schwindet und der gesamte Schwund durch Reduktion zu verant- 
worten ist. Aus der Divergenz der beiden Kurven bei den héchsten 
OKS.-Konzentrationen geht hervor, dab hier bereits die Decarb- 
oxylation zum Vorschein kommt. 

Zeit. Fig. 7 gibt zwei Kurvenpaare. Obere Kurve verschwundene 
OES., untere Kurve gebildete FAS. Volle Linie: Keilin-Ringer-Phosphat 
Py 7,4, Zusatz 8mg OES. Gebrochene Linie: m/15-Phosphat py 7,4, Zusatz: 
img OES. Abszisse: Zeit in Minuten, Ordinate: verschwindende OES. bzw. 
gebildete FAS. in Milligramm. 

Der Versuch zeigt, daB die Reduktion der OKS. schon nach 
'elativ kurzer Zeit an Intensitiit abnimmt (5—10 Minuten), wiihrend- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCOXLY. 9 
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dessen die Decarboxylierung weitergeht, also bei verliangerte, 
Versuchsdauer stets mehr und mehr in den Vordergrund tritt. 
Nach etwa 10 Minuten ist der Schwund bereits zum gréBten '!'e} 











d 
a x 
1 Z 
4 
ye a 
ig. 7 Ris 
nur durch Decarboxylation bedingt, da nach dieser Zeit ie ibe 
Reduktion still steht. se 
Zustand des Muskels. Der Versuch zeigt, daB die gebildete  “" 
KAS. bei Lagerung des Muskels bei 0° schon nach 45 Minuten & se 
wesentlich abgenommen hat. 7 
in 


Beispiel: Gebildete FAS. mit frischem Muskel in 10 Minuten 2,8 ng & 14 
nach 45 Minuten 2,1 mg. Die totale verschwundene Menge der OES. (3,9 mg i 
bleibt auch nach 3 Stunden gleich. Beim Lagern leidet also die Reduktiou & Por 
mehr, als die Decarboxylierung. F aucl 

Die vier angefiihrten Versuche haben also gezeigt, dab dasff S¢! 
Verhiltnis der Reduktion zur Decarboxylierung am giinstigste: ff der 
ist, wenn man bei schwach alkalischer Reaktion (p,, 7,4) arbeitet & der 


keinen groBen UberschuB an OES. verwendet (5—6 mg OKS.E ‘ith 
mit kurzer Versuchsdauer (5 Minuten) arbeitet, und méglichsif met 
frischen Muskel verwendet. Arbeitet man unter diesen Versuch Ber 
bedingungen, so wird der gesamte Schwund der OKS. durel teal 
die Reduktion dieser Substanz bedingt. Die 6 und 6,5 mg ent des 
sprechenden Punkte der beiden Kurven der Fig. 6 geben daft 

; Keite 


Beispiel hierfiir. Aus dem Gesagten geht auch hervor, da iu 
lebenden Gewebe, wo alle Umstiinde zugunsten der Reduktion ein- 
gestellt sind (geringe Menge, p,, 7,4, minimale Konzentration) dit 
Decarboxylation die Fumarsiiure in ihrer katalytischen Funktio1 
nicht zu stéren vermag. 
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Synthese 
der 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2,4,6,8-tetrabernsteinsaure °). 
Von 


Hans Fischer und Hans Zisehler. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1936.) 


Uroporphyrin ist ein vierfach carboxyliertes Koproporphyrin I. 
ir die Konstitution des ersteren mu8 noch der Haftort der vier 
iiberzihligen Carboxylgruppen bestimmt werden. Zuerst nahmen 
wir die Carboxylgruppen in Malonsiure-Stellung an. Dies wurde 


durch die Synthese des 1,3,5,7-Tetramethyl-2, 4, 6,8-tetramalon- 
' siure-porphyrins”) widerlegt, welches sich als nicht identisch mit 
 Uroporphyrin erwies. Hiernach kam die Bernsteinsiiure-Anordnung 


in Frage und vor kurzem berichteten wir iiber die Synthese des 
1,4,5,8-Tetramethyl-2,3,6, 7-tetrabernsteinsiure-porphins*). Dieses 


uktin (fe Porphyrin, das beim Abbau Koproporphyrin II ergeben sollte und 

/ auch tatsichlich gab, muBte natiirlich ein isomeres Uroporphyrin 
B dali i 
_der Uberschrift genannten Porphyrins damit gegeben. Es muBte 
der 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsaure die «-Carb- 
| ithoxygruppe entzogen werden. Die sodann zugiingliche 2,4-Di- 
| methylpyrrol-3-bernsteinsiiure sollte nach der Bromierung und 
| Bernsteinsiureschmelze des gebromten Methens nach bekannten 


sein, jedoch war das Ausgangsmaterial fiir die Synthese des in 


teaktionen zum Porphyrin fiihren. Hier bereitete die Gewinnung 


F des krystallisierten 5-Brom -4,3’-dimethyl-5’-brommethyl- pyrro- 
| methen-3,4’-dibernsteinsiiure-hydrobromid (I) die gréBten Schwierig- 








keiten. 
Coon COOH 
oO salen H,C-—-—CH—CH,--COOH 
| ’ VE ° 
Br, VU CH \ 7 CHB 
NH 
ae 
I H Br 


*) 40. Mitt. zur Kenntnis der Porphyrine; 39. Mitt., Diese Z. 244, 31 (1936). 
*) H. Fischer u. R. Siebert, Liebigs Ann. 483, 1 (1930). 
*) Diese Z. 229, 94 (1934). 
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Hans Fischer und Hans Zischler, 


In wenigen Versuchen gelang es Herrn E. vy Holt') durch Bromieruny 
der 2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-bernsteinsiure ein in gelben Prisme, 
krystallisierendes Pyrromethen von der Zusammensetzung C,,,H,,O,N,Br, x 
erhalten. Die Analysen stimmten leidlich auf das oben angegebene Pyrro. 
methen I. Es gelang jedoch nicht, hieraus krystallisierte Porphyrine 2 
gewinnen, und bei der Wiederholung der Versuche durch spiitere Bearbeiter 
war es nicht méglich, diese Resultate zu reproduzieren. 


Dagegen konnten durch Bromieren der 2,4-Dimethyl-5-car). 
oxylpyrrol-3-bernsteinsiure mit 3 bzw. 2 Mol Brom Pyrromethen 
erhalten werden, die zwar trotz zahlreicher Variationen der Versuchs. 
bedingungen und auch Anwendung der Absorptionsanalyse nicht 
in krystallisiertem Zustande erhalten werden konnten, aber ge. 
eignet waren, in der Brenzweinsiiureschmelze unter den im prak. 
tischen Teil angegebenen Bedingungen die gesuchte 1,3,5,7-Tetra- 
methyl - porphin -2,4,6,8-tetrabernsteinsiure (II) zu geben. Das 








COOCH, COOCH, 
| | 
H,C (CH-CH,-COOCH, H,C, CH-( )H,-COOCH 
| CH | 
Pw ie all 
N x \ 
I CH CH 
\ NH NH 
YN CH Pe 
| | 
| | 
H,COOC-H,C-HC CH, H,COOC-H,-HC "CH, 
H,COOC H,COOC 


Porphyrin wurde als Octamethylester in schén krystallisiertem 
Zustande erhalten und schmolz bei 255° ziemlich scharf ohne 
Decarboxylierung. Spektroskopisch war mit dem natiirlichen Uro- 
porphyrinester in Pyridin—Ather als auch in 25°, iger Salzsiure voll- 
kommene Identitit vorhanden, auch hatte die vergleichende Unter- 
suchung durch die Herren Dr. A.Stern und Dr. H. Wenderlein’ 
in bezug auf die Maxima und Minima der Absorptionsbanden uni 
die molaren Extinktionskoeffizienten in reinstem Dioxan iiberein- 
stimmende Ergebnisse und zwar nicht nur in bezug auf das Uro- 
porphyrin Petry und das hier vorliegende Bernsteinsiiure-porphyrit. 
sondern auch auf das Uroporphyrin aus den Perlmuschelschalen 
und das Iso-uroporphyrin Il, wie folgende Tabelle zeigt: 


') Dissertation, Techn. Hochschule Miinchen (1932). 
Z. physik. Chem. (A) 170, 337 (1934); 174, 81 (1985). 
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Vergleich der Maxima und Minima der Absorptions- 
banden und der entsprechenden Extinktions- 
koeffizienten (¢-10*) der isomeren Uroporphyrine. 

I = Uroporphyrin-Petry-octamethylester 

IL = Uroporphyrin-Pteria-octamethylester 
II] = Bernsteinsiureporphyrin-octamethylester 
IV = Isouroporphyrin [l-octamethy lester. 








rey @ fT S| a | 1 | mu | m | iv 
mu | mu | mu | mu | s-10* | s-10* | «-10* | &- 104 


Maxima 


623.5 624 624 62¢ 0,412 0,393 0.345 0,499 
597 597 596 596 0,141 0,142 0,132 0,134 
569 569 570 568 0,711 0,699 0,650 0,655 
532 581 531 530 0,957 | 0,926 | 0,912 | 0,923 
199 499 500 498 1,567 1,525 1,541 1,435 
Minima 
606 605 607 605 0,070 | 0,074 | 0,073 | 0,069 
593,5 593 592 592 0,136 0,128 0,126 0,114 
dD1 551 553 550 0,154 0,141 0,127 0,104 
519 518 518, 517 0,353 0,334 0,319 0,294 


























Trotz allem konnte Identitit mit dem Naturprodukt nicht 
bestehen; denn dieses schmilzt bei 311°?) und es gelang nicht 

trotz zahlreicher Bemiihungen, auch bei Anwendung der Ab- 
sorptionsanalyse — den Schmelzpunkt des synthetischen Kérpers 
in die Héhe zu bringen. Vielmehr blieb dieser konstant bei 255° 
und auch bei der fraktionierten Krystallisation aus Chloroform- 
Methylalkohol ergaben sich keine Anhaltspunkte dafir, die Kin- 
heitlichkeit des Materials anzuzweifeln, wie auch die krystallo- 
graphische Untersuchung von Herrn Prof. Dr. H. Steinmetz, dem 
wir fiir diese zu groBem Dank verpflichtet sind, dies ergeben hat: 

Die beiden Priiparate unterscheiden sich eigentlich nur durch die ver- 
schiedene GréBe ihrer Individuen. In beiden Fiillen liegen flache Prismen 
vor mit einer sehief aufgesetzten Endfliiche. Da diese etwas rundlich aus- 
gebildet ist, so bekommt man schon am gleichen Priiparat keine konstanten 
Werte. Dagegen sind die Ausléschungsschiefen gut meBbar und an beiden 
Priiparaten identisch. Ebenso ist der Dichroismus in beiden Fillen derselbe. 


Reagenzréhrenpriiparat Glasplattenpriparat 7 ear? | 
Ebener Winkel der Prismenbegrenzung: \\ | hellrétlich 
76°, 70°, 74° 17°, 73°, 69°, 70° AY 
Ausloschungsrichtung d. stirker absorb. Strahles (violett) : | BN 
32°, 35°, 34°, 34° 33°, 34°, 34°. | ow 


') H. Fischer u. H.J. Hofmann, Diese Z. 241, 222 (1936). 
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Kupfer- und Hisensalz sind gleichfalls durch gute Krystal. 
sationsfahigkeit ausgezeichnet. Der Schmelzpunkt des Kupfer. 


salzes des Octamethylesters liegt beim Bernsteinsiureporphyriy 


bei 260°, also auch wieder erheblich tiefer als beim Kupfersal; 


des natiirlichen Uroporphyrin-esters. 


DaB bei der Synthese jedoch wirklich eine 1,3,5,7-Tetra- 
methylporphin-2, -4,6,8-tetrabernsteinsaiure vorliegt, wurde bewiesey 
durch den Abbau zu Koproporphyrin J, das in glatter Reak. 


tion entstand. 


Angesichts der groBen Verschiedenheiten in den Schmelz. 


punkten ist an eine Identitit des natiirlichen Uroporphyrins mit 


dem ,,Bernsteinsiure-porphyrin |“ kaum zu denken. Es _ miifte 


denn schon bei der Synthese eine andere Anordnung der Pyrrvl- 
kerne — z. B. Nachbarstellung zweier Pyrroleninringe — _ vor- 
liegen als in dem Naturprodukt, was jedoch sehr unwahrscheinlich 


ist, weil ja beim Abbau der beiden Kérper das gleiche Kopro- 


porphyrin I resultiert. Angesichts der Wichtigkeit der Identitiits- 
frage haben wir die weitere vergleichende Untersuchung fortgefiilr 
und werden iiber diese bald berichten. 


Vom Ausgangsmaterial der 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol- 


3-bernsteinsiure wurden folgende Derivate in schén krystallisierten 
Zustand neu gewonnen: 
1. 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiure ; 
2. 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsiiure-diithylester 
3. 2, 4-Dimethy] -5-carbithoxypyrrol -3 - bernsteinséure-dimethy!- 


ester; 

4, 2,4-Dimethyl -5 - carbiithoxypyrrol-3-bernsteinsiure - dinatriun- 
salz; 

5. 2,4-Dimethyl-5-carbmethoxypyrrol-3-bernsteinsiure - dimethy!- 
ester; 


6, 2-Brommethyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiure- 
diithylester; 


athylester; 


8. 2-Chlormethy]l- 4- methyl -5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsiure- 


diathylester; 


9. 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsiiure-dihydrazid: 
10. 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiure - dihydrazid- 


hydrochlorid; 


11. 2,4-Dimethy] - 5 -carbithoxypyrrol - 3 - bernsteinsaure - diiithy!- 


urethan. 


7, 2-Oxymethy]-4-methyl-5-carbaithoxypyrrol-3-bernsteinsaure - di- 
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Weiterhin wurde durch Kondensation von Pyrrol-a-aldehyd 
mit dem Trinatriumsalz der 2,4-Dimethyl-5-carbonsiurepyrrol- 
3-$-methylmalonsaure das schén krystallisierte 3’,5’- Dimethyl- 
pyrromethen-4-$-methyl-malonsaure-hydrobromid (IIT) 


— H, CH,—GH 
| | | “COOH 
OP ee ce \_ 7 CH; 
NH N 
wae 
UW H Br 





und sein Diithylester isoliert. 

Die Bromierung ergab das dreifach gebromte Pyrromethen 
in leuchtend roten Prismen. In der Bernsteinsiure-Schmelze trat 
teilweise Decarboxylierung ein, und es entstand nach der Ver- 
esterung der schon friiher beschriebene 1,5-Dimethylporphin- 
2,6-dipropionsiure-dimethylester'). Auch mit 2,4-Dimethylpyrrol- 
3-bernsteinsdure und ihrer entsprechenden «-Carbonsiure -— bei 
letzterer unter Kohlendioxyd-Abspaltung —- gelang es, das 3’,5’-Di- 
methyl-pyrromethen-4’-bernsteinsiiure-hydrobromid folgender Kon- 
stitution . 


COOH 
| 
Hl 13 H,C———CH—CH,—COOH 
| | 
‘ | ’ 
HY} CH= _ 
NH N 
Fi 
IV H Br 


in gut krystallisiertem Zustand zu erhalten. 

Das Pyrromethen gibt einen schén krystallisierten Ester, der, 
wie Vorversuche ergaben, sich weiter bromieren laBt. Das Pyrro- 
methen scheint zu krystallisieren und geht in der Brenzweinsaure- 
Schmelze in Porphyrin iiber. Uber die Fortsetzung dieser Ver- 
suche — die aus rein chemischen Griinden vorgenommen wurden, 
um festzustellen, ob die schlechte Krystallisationsfihigkeit all- 
gemein bei Bernsteinsiiure-pyrromethenen auftritt — werden wir 
spiter berichten. 


Versuche. 


5- Brom -4,3’- dimethyl -5’- brommethy]l - pyrromethen-3, 4’-dibern- 
steinsaure-hydrobromid (I). Das Methen wurde erstmals wie folgt von 
v. Holt dargestellt: ,,2 g 2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol -3 - bernsteinsiure 
werden mit 2 cem Eisessig zu einem dicken Brei angeteigt und langsam unter 


') H. Fischer, R. J. Doyle u. W.Gleim, Liebigs Ann. 526, 36 (1936). 
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Eiskiihlung mit 14 cem einer 33,5°/,igen Brom—Eisessiglésung (= 38 Mol 
versetzt. Nach einiger Zeit wird 3—5 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt, 
Unter Feuchtigkeitsausschlu8 1iBt man iiber Nacht stehen, engt den Lis. 
essig im Vakuum bei Zimmertemperatur auf etwa 4 cem ein. Das aus. 
krystallisierende Methenhydrobromid wird in einer Menge von etwa 1, 
erhalten. Zur Analyse aus Eisessig umkrystallisiert, zeigen die gelben ab. 
geschnittenen Prismen keinen Schmelzpunkt bis 280°.“ 

5,055 mg Subst.: 6,655 mg CO,, 1,595 mg H,O. — 3,785 mg Subst.: 
0,129 cem N, (16", 722 mm). — 6,115 mg Subst.: 4,965 mg AgBr. 

C,,H,,O,N,Br, (656,04) Ber. C 36,58 H 3,23 N 4,27 Br 36,55 
Gef. ,, 35,90 ,, 3,45 ,, 3,82 ,, 34,55. 

Zur Darstellung eines zu Porphyrinschmelzen brauchbaren Methens 
wurden sehr zahlreiche Bromierungsversuche gemacht, unter Variierung der 
Temperatur, des Lésungsmittels und der Konzentration der Brom-—Eis- 
essigldsung. Am giinstigsten erwiesen sich schlieBlich folgende Versuchs- 
bedingungen: 

1 g 2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-bernsteinsiure wurde mit wenig 
Eisessig angeteigt und bei 35° mit 4 cem (= 3 Mol) einer 50°/,igen Brom- 
Eisessiglésung bromiert. Die Bromierung setzte, wie die kriftige Brom- 
wasserstoffentwicklung zeigte, spoutan ein. Nach mebhrstiindigem Stehen 
beginnt sich das Methen als braune bis griine Masse amorph abzuscheiden. 
Nach etwa 12 Stunden wird abgesaugt, mit Eisessig-Ather gewaschen und 
im Exsiccator getrocknet. Durch Einengen der Mutterlauge laBt sich die 
Ausbeute noch erhéhen. Zuweilen fillt das Methen nicht aus. Es lieB sich 
dann nur durch vollstandiges Kindunsten des Eisessigs durch langandauerndes 
Absaugen im Exsicecator tiber KOH gewinnen. Alle Versuche, das Methen 
umzukrystallisieren, miBlangen. Desgleichen gelang es nicht, durch Ver- 
esterung das Methen zu reinigen. Die zahlreichen Veresterungsversuche 
mit methylalkoholischer Chlor- oder Bromwasserstoffsiure fiihrten zu voll- 
stiindig verschmierten Produkten, mit denen nichts anzufangen war. 


5-Brom-4,3’-trimethyl-pyrromethen-3,4 -dibernsteinsaure - hydro. 
bromid ig Pyrrol wurde wie oben angegeben mit 2,6 cem (= 2 Mol) bro 
miert. Das erhaltene Methen war zwar zu Porphyrinschmelzen gut brauch 
bar, allein analysenreine Produkte lieben sich auch hier nicht gewinnen. 
Ebenso verliefen die Veresterungsversuche siimtlich negativ. 


Versuch zur Darstellung des Methens aus 2,4-Dimethylpyrrol- 
3-bernsteinsaure. 0,5 g Pyrrol wurden in wenig Eisessig angeteigt und bei 
30° mit 1,5cem einer 50°/,igen Brom—Eisessiglésung bromiert. Es trat voll- 
kommene Verschmierung ein, und auch nach langandauerndem Absaugen 
iiber KOH im Exsiccator konnte kein festes Produkt erhalten werden. 


1,3,5,7- Tetramethylporphin - 2,4,6,8-tetrabernsteinsaure - octa 
methylester (II). 1g iiber Phosphorpentoxyd scharf getrocknetes Methen 
wurde im Achatmoérser mit 6 g Brenzweinsiure innig verrieben und das 
Gemisch in einem groBen Reagenzglas in einem Paraffinélbad der Schmelze 
unterworfen. Die Schmelztemperatur wurde zunichst 3 Stunden auf 115' 
gehalten und zum Schlusse weitere 2 Stunden auf 125—180° gesteigert. 
Meist schon nach halbstiindiger Schmelze zeigte eine in 20°/, iger Salzsiiure 
aufgenommene Probe der Schmelze schwaches Porphyrinspektrum. Eine 









lV. 


En. 


au 












































Synthese der 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2, 4,6,8-tetrabernsteinsiure. 129 


3 Mol & Decarboxylierung war nicht zu beobachten, selbst nicht bei Steigerung der 
rhitzt, JF Temperatur auf 150°. Lingere Schmelzdauer als 5—6 Stunden fiihrte zu 
n Kiss — keiner Erhéhung der Ausbeute. Die Aufarbeitung der Schmelze wurde 
3 aus. [F wie folgt vorgenommen: Durch Erwirmen mit 20°/, iger Salzsiiure wurde 
ra lg die Schmelze aus dem Reagenzglas herausgeldést, filtriert und der Riick- 
Nn ab- stand nochmals mit 20°/,iger HCl aufgenommen und neuerdings filtriert. Die 


vereinigten Ausziige wurden mit dem zweifachen Volumen Wasser ver 


Subst.: dimnt und 4—5 mal ausgeiithert. Aus dem Ather, der durch nicht um- 

vesetztes Methen gelb gefiirbt war, lieB sich etwa 50- —60°/, der verwendeten 

5 Brenzweinsiure zuriickgewinnen. Nachdem alle Versuche, das Porphyrin 

5. durch Neutralisation und Abstumpfen mit Na-Acetat auszuflocken, ergebnislos 

' waren, wurde die salzsaure Lésung bei 40—45° auf dem Wasserbad im 

ethens FH \yakuum zur Trockne eingeengt, eine Operation, die durch das duBerst 

1S der listige Schiumen sehr unangenehm war. Sie wurde erleichtert durch Ver- 

ee wendung eines Spezial-Destillationsaufsatzes von Dr. F.W. Neumann, der 
suchs- 


ein Ubersteigen der Flissigkeit verhindert und es gestattet, ohne Kapillare 
. zu destillieren. Der Riickstand wurde schlieBlich im Exsiccator iiher NaOH 
weng & und P,O, vollkommen getrocknet, mit Methylalkohol aufgenommen und 
srom- JF jurch Einleiten von HCl-Gas unter Kiihlung verestert. Nach Stehenlassen 














Brom- iiber Nacht wurde der Ester in der iiblichen Weise iiber Chloroform—Eis 
tehen aufgearbeitet. Die Chloroformlésungen von 6 Ansiitzen wurden vereinigt, 
eiden,. stark eingeengt und mit der 5-6fachen Menge heif’en Methylalkohols 
a und versetzt. Das Porphyrin, krystallisierte zuweilen sofort, oft aber auch erst 
h die nach mehrtitigem Stehen aus. Es wurde abfiltriert und zuerst mit Methyl- 
B sich alkohol und dann mit Ather griindlich alle Verunreinigungen heraus- 
rndes gewaschen. Aus den vereinigten Mutterlaugen lieB sich noch etwas Por- 
ethen phyrin gewinnen. Die Ausbeute schwankte sehr und betrug im besten 
Ver. Falle etwa 100 mg Rohporphyrin aus 10 g Methen. Zur Analyse wurde 
suche zweimal aus Chloroform-Methylalkohol umkrystallisiert. Die rotbraunen, 
voll: hiufig zu Biischeln vereinigten Prismen schmolzen bei 255° ziemlich 
scharf ohne Gasen. 
ydro- 4,590 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,335 mg CO,, 2,435 mg H,O. 
) bro’ FF 3,435 mg Subst.: 6,518 mg AgJ. 
auch BH ( 11,.0,.N, (942,46) Ber. C 61,12 H 5,77 (OCH;), 26,32 
nnen, Gef. , 6141 ,, 5,94 2,07. 
Spektrum in Pyridin-Ather: 
rrol. I. 631,0—625,3; II. Schatten 601,1; ll. 578,7...574,6—570,6; 
eee 628,2 572,0 
voll- IV - a o 9 ; y A127 ay OH? > Oe 
ance y. 041,8 ... 585,38... 529,0; V. 513,7... max. 502,0—486,9; 
End-Abs. 436. 
Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, III, I, Ul. 
ta Spektrum in 25°, iger Salzsiure: 
i |. 604,5—593,8; II. Schatten 580,3; III. 567,7—545,0; Knd-Abs. 436. 
nelze 599,4 556,2 
115’ Reihenfolge der Intensititen, ILI, I, 
igert. : Der Mischschmelzpunkt mit natiirlichem Uroporphy rinester lag bei 275°. 
sure Die Spektra der beiden Porphyrine sind sowohl in Pyridin- ~Ather als 


Eine auch in 25°/, iger Salzsiure vollkommen identisch. Noch deutlicher zeigen diese 
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Ubereinstimmung die Untersuchungen von A. Stern und H. Wenderleiy, 
die die Maxima und Minima der Absorptionsbanden einiger Porphyrine und 
die entsprechenden molaren Extinktionskoeffizienten in Dioxan gemessey 
haben und den EinfluB verschiedener Substituenten auf dieselben diskutiertey, 

Die Ester der beiden Porphyrine sind in Ather und Methylalkoho| 
unléslich. In viel Eisessig und wenig Ather sind sie sehr schwer ldslich, 
Unléslichkeit ist beim Bernsteinsiureporphyrin nicht ganz so ausgepriigt 
als beim natiirlichen Uroporphyrin. 

Die groBe Bestindigkeit der beiden Porphyrine zeigen folgende Versuche: 


a) Von den beiden Porphyrinestern wurde je eine kleine Probe iy 
25°/,iger Salzsiiure gelést und 3 Wochen stehen gelassen. Es fand keinerle; 
spektroskopische Verinderung statt. 

b) Eine Schmelzpunktsprobe des Berunsteinsiiureporphyrins wurde 
5 Minuten auf 280° erhitzt. Die in Chloroform aufgenommene Probe war 
mit dem Ausgangsmaterial identisch. Gegen Koproporphyrin I war deutliche 
Verschiebung zu beobachten. Eine Decarboxylierung fand also genau wie 
beim natiirlichen Uroporphyrin bei dieser Temperatur nicht statt. 

c) Versuche von Dr. Haarer’): 

20 mg Uroporphyrin-octamethylester vom Schmelzp. 292° (aus Muschel: 
schalen) werden mit 10cem Bromwasserstoff—Eisessig (K ah]baum) 12 Stunden 
bei 110° im Bombenrohr gedriickt. Der Bromwasserstoff—Eisessig wird im 
Vakuum abgedampft und der trockene Riickstand mit methylalkoholischer 
Salzsiure verestert und wie iiblich tiber Chloroform aufgearbeitet. Er ist 
reiner Uro-porphyrin-octamethylester, wie durch Mischschmelzpunkt, spektro 
skopische Identitét und Analyse festgestellt wurde. 

1mg1,3,5,7 -Tetramethylporphin-2 ,4,6,8-tetrabernsteinsiure-octa-methy!- 
ester wird mit 1 cem Bromwasserstoft— Eisessig ( (Kahlbaum) 12 Stunden bei 
100° im Bombenrohr gedriickt. Eine Decarboxylierung zu Koproporphyriu 
konnte nicht festgestellt werden, da kein Porphyrinspektrum in Eisessig- 
Ather nach der Zugabe von Natriumacetat bis zur essigsauren Reaktion zur mit 
Wasser verdiinnten Lésung des Bromwasserstoft- -Fisessigs zu bemerken wat. 

1 mg 1,3,5,7-Tetramethylporphin - 2, 4,6, ee 
methylester wird mit 1cem Bromwasserstoff—Eisessig (Kah]baum) 12Stunden 
bei 100° im Bombenrohr gedriickt. Nach der Zugabe von Natriumacetat 
zu der mit Wasser verdiinnten Lésung war die ganze Porphyrinmenge im 
Eisessig—Ather und zeigte das Spektrum von Koproporphyrin, wie bei der 
Projektion mit Koproporphyrin I-ester iibereinander festzustellen war. Bei 
dem Malonsiiure-isouro-porphyrin tritt also Decarboxylierung bedeutend 
leichter ein als bei den Bernsteinsiureporphyrinen, 

20 mg Uroporphyrin-ester wurden bei 135° mit Bromwasserstoft- Lis 
essig (Kahlbaum) 12 Stunden im Bombenrohr gedriickt. Es ging wiederun 
bei der Zugabe von Natriumacetat kein Porphyrin in den Ather und bei 
dem Isolieren des Esters war wieder vollstindige Identitit mit Uroporphyrin- 
ester vorhanden. 

1 mg Bernsteinsiiureporphyrin-ester unter denselben Bedingungen be- 
handelt, zeigt ein anderes Verhalten, denn das Porphyrin geht beim Ver 
diinnen mit Wasser und Hinzufiigen von Natriumacetat bis zur essigsauren 


') E. Haarer, Techn. Hochschule Miinchen, unveréffentlicht. 
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Reaktion in den Ather, zeigt aber dort das Spektrum des Bernsteinsaure- 
porphyrins, wie durch Projektion tibereinander festgestellt werden konnte. 

Uroporphyrin und Bernsteinsiureporphyrin werden bei der Tempe- 
ratur von 135° bereits z. T. zerstért, denn es trat ein Oxydationsstreifen 
bei beiden Porphyrinen aut. 


Versuch zur chromatographischen Reinigung des Porphyrin- 
esters. Wenige mg des Esters wurden an Aluminiumoxyd adsorbiert. Es 
entstand eine einheitliche Schicht, die herausgenommen,. mit Chloroform 
mehrmals durchgeschiittelt und filtriert wurde. Nach Einengen der Chloro- 
formlésung und Zugabe von Methylalkohol krystallisierte ein Ester aus, 
der mit dem Ausgangsmaterial identisch war. Der Schmelzpunkt lag nach 
wie vor bei 255° Auch spitere Versuche fiihrten zu keinem anderen 
Ergebnis. 

Kupferkomplexsalz des 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2, 4,6, 8-tetra- 
bernsteinsaure-octamethylesters. 20mg des Esters wurden in einem 
Tropfen Chloroform gelést und mit etwa 5cem Eisessig versetzt. Das 
Chloroform wurde auf dem Wasserbad verdunstet und wenige Kubikzenti- 
meter einer Cu-Acetat—Eisessiglésung zugegeben. Beim Einengen der Lésung 
krystallisiert das Cu-Salz aus. Die hellroten, wetzsteinférmigen Krystalle 
schmolzen bei 260°. Zur Analyse wurde zweimal aus Chloroform—Methyl- 
alkohol umkrystallisiert. Nachdem der Kohlenstoff bei der ersten Analyse 
noch etwas zu tief lag, wurde nochmals umkrystallisiert. 


4,643 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,660 mg CO,; 2,160 mg H,O: 
0,380 mg Asche (CuQ). 4,030 mg Subst.: 8,410 mg CO,: 1,895 mg H,0O: 
0,335 mg Asche (CuO). 


O4,H,,0,,N,Cu (1004,03) Ber. C 57,38 H 5,22 Cu 6,33 
Gef. ,, 56,74 > D,21 6,34 
55 96,95 » 9,26 » 6,64. 


Das Cu-Komplexsalz des natirlichen Uroporphyrinesters wurde 
analog dargestellt. Der Mischschmelzpunkt der beiden Ester—Cu-Salze 
zeigte folgendes Ergebnis: 

Cu-Komplexsalz des Bernsteinsiureporphyrinesters: 260°. 

Cu-Komplexsalz des natiirlichen Uroporphyrinesters: bis 520° kein 
Schmelzpunkt. 

Mischschmelzpunkt: 320° unter Zers. ab 300°. 

Eisenkomplexsalz des 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2, 4, 6,8-tetra- 
bernsteinsaure-octamethylesters. Das Ester-Eisensalz wurde in der 
iiblichen Weise dargestellt. Die Krystallisation bereitete jedoch Schwierig- 
keiten. SchlieBlich konnte es in derben Prismen erhalten werden. Zur 
Analyse reichte das Material nicht aus. 


Spektrum in Chloroform-Hydrazinhydrat: 
I. 557,0—542,5 (Aufhellung bei 549,5; IT. 530... 523,6—516,8 .. . 5038,2: 
549,7 520,2 
lud-Abs.: etwa 442. Reihenfolge der Intensitiiten: I, LI. 


Abbau des 1,3,5,7-Tetramethylporphin -2,4,6,8-tetrabernstein- 








saure-octamethylesters zn Koproporphyrin I. 10mg Ester wurden in 
60 cem 1°/,iger Salzsiiure im Bombenrohr 3 Stunden auf 180° erhitzt. Bis 
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auf einige in Eisessig—Ather unldsliche schwarze Flocken war Lésung ein. 
getreten. Mit Koproporphyrin I in Eisessig—Ather zeigte sich vollkommen 
[dentitaét. Mit 5"/,iger HCl wurde dem Ather das Porphyrin entzogen un( 
nach Ausflocken mit Na-Acetat verestert. Aus Chloroform-Methylalkoho) 
umkrystallisiert zeigte der Ester mit Koproporphyrin I keine Depressioy 
des Schmelzpunktes. 

2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-bernsteinsaure’). 50 g 2,4-Dj. 
methy1]-5-carbiithoxypyrrol-3-bernsteinsiiure wurden im offenen Rundkolbey 
3 Siunden in einer Lésung von 28 g Natriumhydroxyd in 500 cem Wasser 
auf dem kochenden Wasserbad erhitzt, die Lésung filtriert und bei -— 5 
die Siure mit konz. Salzsiure gefillt. Das Pyrrol wird abgesaugt, etwas 
mit Wasser gewaschen und sofort im Exsiccator iiber Natriumhydroxyd 
und Phosphorpentoxyd scharf getrocknet. Ausbeute etwa 30 g Rohprodukt. 

Die Tricarbonsiure ist in Wasser verhiltnismaBig leicht, dageyen in 
allen organischen Lésungsmitteln sehr schwer léslich. Namentlich in Ather 
ist sie praktisch unléslich. Sie liBt sich daher sehr schwer reinigen. Un 
ein brauchbares Rohprodukt zu erhalten ist es daher unerliBlich einwand 
freies, umkrystallisiertes Ausgangsmaterial zu beniitzen. 


2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsaure. Die schwach kongosaure 
Mutterlauge obigen Pyrrols wurde sofort mit Ather extrahiert, der Ather 
mit entwissertem Glaubersalz getrocknet, filtriert und auf dem Wasserbad 
bis auf etwa 15 cem eingeengt. Der Rest wird im Exsiccator verjagt. [s 
resultieren etwa 9 g eines Pyrrols, das im wesentlichen 2,4-Dimethylpyrro! 
3-bernsteinsiure darstellt. Doch sind beide Pyrrole durch gegenseitige 
Beimischung verunreinigt, wie die Mischschmelzpunkte, die beide bei 175 
lagen und keine Depression ergaben, zeigten. 

Zur Reindarstellung wurde wie folgt verfahren: 5 g rohe 2,4-Dimethy|- 
5-carboxy!-3-bernsteinsiure wurden in 1°/,iger Salzsiiure gelést und bis zur 
Beendigung der CO,-Entwicklung auf dem Wasserbad bei 40° erwirmt. Die 
Lésung wurde mit verdiinnter Natronlauge bis zur schwach kongosauren 
Reaktion abgestumpft und mit Ather extrahiert, der Ather wie oben ge- 
trocknet und eingeengt. Das Pyrrol krystallisierte aus Ather in farblosen 
Prismen, die jedoch rasch gelb werden. Zur Analyse wurde noch zweimal 
aus der Hiilse mit Ather extrahiert. Die Dicarbonsiure ist im Verhiiltnis 
zur ‘Tricarbonsiure in organischen Lésungsmitteln viel leichter Jéslich, 
namentlich in Alkohol. Sie lift sich jedoch nicht mit konzentrierter Salz 
siure fillen. Auch die Versuche, sie zu verestern, scheiterten sowohl mit 
Diazomethan als auch mit methylalkoholischer Salzsiiure. Schmelzp. 180: 
unter Zers. 

4,010 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 8,400 mg CO,, 2,255 mg H,0. — 
3,560 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 0,216 cem N, (24°, 712 mm). 

C,,H,;0,N (211,11) Ber. C 56,85 H6,21 WN 6,63 
Gef. ,, 57,13 ,, 629 , 653. 
2,4-Dimethyl -5 carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure - diathylester. 


5g 2,4-Dimethy]-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinséiure wurden aus der Hiilse 
mit absolutem Alkohol extrahiert und durch LEinleiten von Salzsiuregas 


') Vgl. Diese Z. 229, 101 (1934). 
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unter Kiithlung verestert. Nach einigem Stehen oder eventuellem Einengen 
des Lésungsmittels kam der Ester in vielfach durchkreuzten rhombischen 
Tafeln heraus. Zur Analyse wurde zweimal aus Alkohol-Wasser um- 
krystallisiert. Der in Alkohol, Ather und Eisessig leicht lésliche Ester 
schmolz bei 79°. 
24,94 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 54,92 mg CO,, 16,64 mg H,O. 
3.495, 2,980 mg Subst.: 6,930, 5,925 mg AgJ. 
C,,H,,0,N (339,20) Ber. C 60,14 H 7,48 OC,H, 39,80 
Gef. ,, 60,01 ,, 7,46 88,58, 39,08. 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure-dimethy lester. 
|. Veresterung mit Methylalkohol-Salzsiure: Die 2,4-Dimethyl-5- 
carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiure wurde durch ‘/, stiindiges Kochen aut 
dem Wasserbad mit methylalkoholischer Salzsiiure verestert und die er- 
kaltete Lésung in der iiblichen Weise iiber Chloroform—Eiswasser auf- 
cearbeitet. Die getrocknete Chloroformlésung wurde weitgehend eingeengt 
und mit der dreifachen Menge heiBem Methylalkohol versetzt. Der in farb- 
losen, tafelf6rmigen Krystallen herauskommende Ester zeigte nach zwei- 
maligem Umkrystallisieren aus Methylalkohol-Wasser einen Schmelzpunkt 
von 108°. 

4,804 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 10,190 mg CO,, 2,850 mg H,O. 
4,280 mg Subst.: 0,183 cem N, (18°, 710 mm). — 5,414 mg Subst.: 11,47 mg AgJ. 


C,;H2,0,N (311,17) 
Ber. C 57,85 H6,80 OO,H, 14,47 OCH, 19,98 N 4,49 
Gef. ,, 57,85  ,, 6,84 » 14,01 , 1929 4, 4,69. 


2. Veresterung mit Diazomethan: Die 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy- 
pyrrol-3-bernsteinsiure wurde in Methylalkohol gelést, mit einer iitherischen 
Diazomethanlésung versetzt und iiber Nacht stehengelassen. Die Loésung 
wurde uuter dem Abzuge eingeengt und iiber Chlorotorm—Eiswasser autf- 
gearbeitet. Zur Analyse wurde zweimal aus Methylalkohol-Wasser um- 
krystallisiert. Der Schmelzpunkt lag bei 100°. Der Mischschmelzpunkt 
mit dem nach 1. dargestellten Ester gab keine Depression. 


5,132 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 10,920 mg CO,, 3,095 mg H,O. 
5,180 mg Subst.: 11,195 mg AgJ. 

C,,H.,0,N (811,17) Ber. © 57,85 H 6,80 OC,H, 14,47 OCH, 19,93 
Gef. ,, 58,08 ,, 6,75 , 18,82 4, 19,02. 
*. 

Die «-stindige Carbiithoxygruppe wurde also weder durch die Ver 
esterung mit Methylalkohol—Salzsiure noch durch die mit Diazomethan um- 
geestert oder doch nur in Spuren, wie die analytischen Daten zeigen. Diese 
latsache wurde noch durch folgende Umesterungsversuche erhiirtet. 


Umesterung des 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernstein- 
saure-diathylesters. — a) Mit Diazomethan. Der Ester wurde in Ather 
gelost und mit Diazomethanlésung versetzt. Nach 6 stiindigem Stehen hatte 
keinerlei Umesterung stattgefunden. Das Ausgangsmaterial wurde un- 
veriindert zuriickerhalten. 

b) Mit methylalkoholischer Salzsiure. Die methylalkoholische 
Lisung des Triithylesters wurde durch Einleiten von Salzsiiure verestert 
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und iiber Chloroform-Eiswasser aufgearbeitet. Der nach 2 maligem Un. 
krystallisieren erhaltene Ester schmolz bei 98° und gab mit dem anf 
anderem Wege erhaltenen 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-3-bernsteinsiiure-dj 
methylester keine Erniedrigung des Schmelzpunktes. 
4,970 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 10,235 mg AgJ. 
C,,H2,0,N (311,17) Ber. OC,H, 14,47 OCH, 19,83 
Gef. » 18,98 4, 18,85. 


2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol -3- bernsteinsaure - dinatrium. 
salz. 2,5 g¢ 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiure-didthyleste, 
wurden mit 1,4 g Natriumhydroxyd in wenig Wasser gelést und mit der 
3—4fachen Menge Sprit versetzt. Nach mehrstiindigem Kochen scheidet 
sich das Natriumsalz ab. Zur Vervolistiindigung der Fillung gibt man 
nochmal Alkohol hinzu und lai8t iiber Nacht stehen. Waihrend beim 
isomeren 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-3-5-methylmalonsiure-diithy lester 
auf diese Weise das Trinatriumsalz entsteht, sprechen hier die analytischen 
Daten fiir ein Dinatriumsalz. Das Salz ist hygroskopisch und sehr elek 
trisch. Das erklirt die nicht sehr gut stimmende Analyse. 


C,,H,,O,NNa, (327,22) Ber. Na, 14,07 Gef. Na, 15,88. 


Uberfihrung des Dinatriumsalzes in den 2,4-Dimethyl-5-carb. 
athoxypyrrol-3-bernsteinsaure-diathylester. Das Salz wurde in wenig 
Wasser gelést und bei —5° die freie Siure mit konzentrierter Salzsiiure 
gefillt. Die getrocknete Siiure wurde aus der Hiilse mit absolutem Alkohol 
extrahiert und mit Salzsiiuregas verestert. Der erhaltene Ester gab mit 
dem Triithylester keine Depression des Schmelzpunktes. Eine Decarboxy- 
lierung der a-stindigen Carboxylgruppe findet also bei der Fiillung mit 
konzentrierter Salzsiiure bei tiefer Temperatur nicht statt. 

2,4-Dimethy]l -5-carbmethoxypyrrol -3-bernsteinsdure - dimethyl- 
ester. 2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-bernsteinsiiure wurde fein pulveri- 
siert und mit dtherischer Diazomethanlésung tibergossen. Nach 12 stiindigem 
Stehen unter mehrmaligem Schiitteln wurde vom Ungelésten abfiltriert, der 
Ather unter dem Abzuge verjagt und der zuriickbleibende Ester 2 mal aus 
Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert. Die farblosen, dreieckigen Krystalle 
schmolzen bei 121—122° 

4,210 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 9,670 mg Agu. 

C,,H,,0,N (297,16) Ber. 30CH, 31,29 Gef. 8380CH, 30,35. 

2-Brommethyl1-4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure- di 
athylester. 1¢ 2,4-Dimethyl-5-carbithoxypyrrol-3-bernsteinsiiure-diiithy| 
ester wurde in wenig Eisessig gelést und bei 30° mit 1 cem einer 50°, igen 
brom-Eisessiglésung bromiert. Die Bromierung setzt spontan ein. Nach 
mehrstiindigem Stehen, und event. Einengen des Lésungsmittels, kam der 
Bromkérper krystallisiert heraus. Ausbeute 0,7 g. Zur Analyse wurde 
einmal aus Eisessig und einmal aus Ather—Petrolither umkrystallisiert. Die 
feinen, farblosen prismatischen Nidelchen schmolzen bei 103°. 


5,161 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 9,200 mg CO,, 2,630 mg H,0. 
3,403 mg Subst.: 0,112cem N, (22°, 724mm). — 5,580mg Subst.: 2,395mg AgBr. 
C,-H,,O,NBr (418,11) Ber. C 48,76 H 5,78 N 3,35 Br 19,12 


pam, , 4047 ,, 5,70 ,, O62 , 16,87. 
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2-Oxymethyl -4- methyl - 5 - carbathoxypyrrol - 3-bernsteinsaure 
diathylester. 0,2 g des obigen Bromk6érpers wurden in 10 ccm Methyl- 
alkohol gelést und '/, Stunde auf dem Wasserbad erwirmt. Dann wurde 
yvorsichtig Wasser bis zur bleibenden Triibung hinzugegeben. Nach mehr- 
stiindigem Stehen kam der OxykG6rper in prachtvollen, seideglinzenden, farb- 
losen Nidelchen heraus. Zur Analyse wurde noch zweimal aus Methy!l- 
alkohol-Wasser umkrystallisiert. Schmelzp. 57—58°. 


3,799 mg Subst. (bei Zimmertemp. i. V. getr.): 0,141 ccm N, (24°, 712 mm). 
C,,H,,;0,N (855,20) Ber. N 3,94 Gef. N 3,99. 


2-Chlormethy]l -4-methyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure 
diathylester. 1g obigen Triithylesters wurde in 10 cem absolutem Ather 
gelist und unter Kithlung mit 0,4 g Sulfurylchlorid (= 1 Mol) versetzt. Nach 
12stiindigem Stehen wurde der "Ather zum gréBten Teil verjagt, wobei der 
Chlorkérper krystallisiert herauskam. Zur Analyse wurde zweimal aus ab- 
solutem Ather umkrystallisiert. Die priichtigen zu Rosetten vereinigten 
prismatischen Nadelchen schmolzen bei 105°. 


5,705 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 2,225 mg AgCl. 
C,,H,,O,NC1 (373,65) Ber. Cl 9,49 Gef. Cl 9,64. 
Verkochen des Chlorkorpers mit Methylalkohol. Es wurde analog 


der beim Bromkérper angegebenen Methode verkocht. Dabei resultierte ein 
Oxykirper, der bei 58° schmolz und mit dem aus dem Bromderivat er 
haltenen keine Depression des Schmelzpunktes gab. Zur Analyse wurde 
aus Methylalkohol umkrystallisiert. 

3,495 mg Subst. (bei 40° i. V. getr.): 0,125 cem N, (22°, 708 mm). 

C,,H,,0,N (355,20) Ber. N 3,94 Gef. N 3,85. 
2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-bernsteinsaure -dihydrazid. 
ig 2,4-Dimethyl- 5-carbithoxypyrrol- 3-bernsteinsiurediithylester wurde in 
i0cem absolutem Alkohol gelést und mit 1g Hydrazinhydrat versetzt und 
\2—15 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach einigem Stehen schied sich 
das Hydrazid an den Wandungen des GefiiBes ab. Durch Abkratzen 
wurde binnen kurzer Zeit die véllige Auskrystallisierung erreicht. Aus 
g Triester wurde 0,8 g Hydrazid erhalten. Das in Chloroform, Ather 
und Benzol kaum lésliche Hydrazid wurde zur Analyse zweimal aus Aceton 

umkrystallisiert. Die prismatischen Krystalle schmolzen bei 200°. 

24,22 mg Subst. (bei 60°i. V. getr.): 138,775 mg H,O; 44,74 mg CQ,. 
8,39 ig Subst.: 1,72 cem N, (18°,720 mm). 

C13He,0,N,; (311,20) Ber. C 50,16 H 6,79 N 22,51 
Gef. ,, 50,38 » 6,36 »» 22,78. 

2,4- Dimethyl -5- carbathoxypyrrol- 3-bernsteinsaure - dihydrazid- 
hydrochlorid. Das Hydrazid wurde in absolutem Alkohol aufgeschlimmt 
und trockenes Salzsiiuregas eingeleitet. Es tritt voriibergehend vollkommene 
Lisung ein, Dann beginnt das Hydrochlorid sich als dicker Brei ab- 


zuscheiden. Nach 6 stiindigem Stehen wird abgesaugt. Zur Analyse wurde 
zweimal aus Wasser~Alkohol umkrystallisiert. Die Prismen schmolzen bei 213°. 


4,030 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 5,840 mg CO,; 2,235 mg H,0. 
C,,H,,0,N;Cl, (384,18) Ber. C 40,61 H 6,04 
Gef. ,, 39,52  ,, 6,21. 
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2,4- Dimethyl -5-carbathoxypyrrol -3-bernsteinsaure-diazid. , 
Hydrazidhydrochlorid wurde in 5 ccm Wasser gelést und mit einigen Tropfe, 
verdiinnter Salzsiure angesiiuert. Dann wurde unter Eiskihlung mit eine 
gesiittigten Natriumnitritlésung versetzt bis zur Blauung von Jodkaliumstiirke. 
papier. Das Azid fillt zunichst in einem breiigen Niederschlag aus, de; 
sich alsbald zu einem ziihen Klumpen zusammenballt Er wurde aus de 
Fliissigkeit herausgenommen und auf Ton gepreBt und iiber Phosphorpent. 
oxyd im Exsiceator getrocknet. Zur Reinigung wurde es mit absolute 
Ather aus der Hiilse extrahiert. 


2,4 - Dimethyl - 5 - carbathoxypyrrol - 3 - bernsteinsaure - diathy). 
urethan. 1g Azid wurde in absolutem Alkohol gelést und mehrere Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Schon beim gelinden Erwiirmen trat eine stiirmisch 
Stickstoffentwicklung ein. Nach Einengen des Lésungsmittels kam das 
Urethan krystallisiert heraus. Zur Analyse wurde mehrmals aus Alkoho 
umkrystallisiert. Die farblosen Prismen zeigten einen Schmelzpunkt von 220 
unter Zers. ab 180°. 


4,220 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,431 cem N, (23°,720 mm). 
3,160 mg Subst.: 9,595 mg CO,; 38,160 mg H,0O. 
C,,H.,0,N, (369,23) Ber. C 55,25 H737 N 11,36 
Gef. ,, 55,38 , 748 ., 11,16. 


3’, 5’- Dimethyl-pyrromethen -4’ - 6 - methyl - malonsaure - hydro. 
bromid (III). 0,25g Pyrrol-a-aldehyd und 0,85 g feinpulverisiertes Trinatriun: 
salz der 2,4-Dimethy]-5-carbonsiiurepyrrol-3-6-methylmalonsiiure werden in 
einem Reagenzglas in wenig Alkohol gelést bzw. suspendiert und tropfen- 
weise mit BKromwasserstoftsiure versetzt, bis sich das Trinatriumsalz gelist 
hat und sich das Methen auszuscheiden beginnt. Unter Wiirmeentwicklung 
wird in heftiger Reaktion CO, enitbunden. Es ist daher nétig von Zeit zu 
Zeit mit flieBendem Wasser zu kiihlen. Meistens erstarrt binnen kurzer Zeit 
das Reaktionsgemisch. Sollte dies nicht der Fall sein, so kann man die vollig: 
Ausscheidung des Methens durch Zusatz von Ather erreichen. Es wird so- 
fort abgesaugt und zuerst mit Alkohol gedeckt, und dann mit Ather griiné- 
lich nachgewaschen. Das Methenhydrobromid wurde aus Alkohol um 
krystallisiert. Es bildet kleine gelbe bis orangefarbene spindelf6érmig krv- 
stallisierte Blittchen, die bei 205 schmelzen unter Zers. ab 180°. 


4,640 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 8,430 mg CO,; 1,430 mg H,0. - 
3,855 mg Subst.: 0,273 cem N, (21°, 719 mm). 
C,,H,,0,N,Br (369,07) Ber. C 48,77 H464 N 7,59 
Gef. ,, 49,02 ,, 4,65 ,, 7,71. 


3’,5’- Dimethy]-pyrromethen-4’- 6-methylmalonsaure-diathylester 
hydrobromid. 1g Methenhydrobromid wurde mit 20 cem 20°/,iger athy!. 
alkoholischer Bromwasserstoftsiiure ‘/, Stunde auf dem Wasserbade gekocht. 
Nach dem Stehen iiber Nacht krystallisierten lange, gelbe, schiefabgeschnittene 
Prismen aus. Die Krystalle wurden abfiltriert, einmal mit Alkohol und dan 
mit Ather gewaschen. Zur Analyse wurde zweimal aus Alkohol umkry- 
stallisiert. Schmelzp. 161°. 
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Synthese der 1,3,5,7-Tetramethylporphin-2, 4,6, 8-tetrabernsteinsiure. 


5,070 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 9,950 mg CO,, 2,730 mg H,0O. 

2.760 mg Subst.: 0,154 cem N, (17°, 723 mm). —- 6,115 mg Subst.: 2 710 mg 

AcBr. 

C,9H,,0,N,Br (425,14) Ber. C 53,63 H 5,93 N 6,59 Br 18,80 
Gef. ,, 58,52 ,, 6,03 ,, 6,46 ., 18,86. 


3,4,5 - Tribrom - 3’,5’- dimethyl - pyrromethen -4’- 8-methylmalon 
saure-diathylester-hydrobromid. 1 ¢ des veresterten Methens wurde mit 
5eem Eisessig verrihrt und bei 35° mit 2,4 cem (= 3 Mol) einer 50°/, igen 
Brom-Eisessiglésung bromiert. Nachdem voriibergehend Loésung eintritt, 
erstarrt das Reaktionsgemisch meistens schon wiihrend des Bromierens 
vollkommen. Nach mehrstiindigem Stehen im Exsiccator wird abgesaugt, 
einmal mit Kisessig gedeckt und dann mit Ather gewaschen. Das leuchtend 
rote Methen krystallisiert in zu Sternchen vereinigten Prismen. Zur Analyse 
wurde aus Eisessig umkrystallisiert. 


1.346 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 5,485 mg CO,, 1,330 mg H,O. 
70img Subst.: 4,120mg AgBr. — 4,395mg Subst.: 0,177eem N, (18°, 720mm). 
C,,H,,0,N, Br, (661,88) Ber. C 34,45 H 3,35 N 4,23 Br 48,30 
Gef. , 34,11 ,, 3,42 ,, 4,47 ,, 41,87. 


1,5-Dimethylporphin-2,6-dipropionsaure-dimethylester. 2¢ des 
bromierten Methenesters wurden mit 5 g Bernsteinsiiure in der Achatschale 
fest verrieben und das Gemisch in einem grofen Reagenzglase im Olbad 
zuerst 25 Minuten auf 180° und dann 5 Minuten auf 195° erhitzt. Die 
Schmelze wurde mit heiBem Wasser ausgelaugt und abfiltriert, der Riick- 
stand mit Pyridin 3mal ausgekocht und dann mit Ather gew aschen. Die 
Pyridinausziige wurden im Scheidetrichter in Ather gegeben und das Pyridin 
mit Salzsiure herausgewaschen. Der Farbstoff wurde mit 3°/, Salzsiure 
extrahiert und zur Reinigung in der itiblichen Weise mehrmals zwischen 
Salzsiiure und Ather fraktioniert. SchlieBlich wurde die iitherische Lisung 
mit Diazomethan verestert. Aus Metbylalkohol-Chloroform umkrystallisiert 
schmolzen die braunroten Prismen bei 305° (unscharf). Der Mischschmelz- 
punkt mit dem von H. Fischer und R. J. Doyle dargestellten Porphyrin 
‘Schmelzp. 302°) ergab keine Depression. Spektroskopisch waren die beiden 


Porphyrine v ollkommen identisch. 


1.383 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 0,428 eem N, (21°, 715 mm). 
458 mg Subst.: 2,915 mg AgJ. 

C,)H3,0,N, (510,27) Ber. N 10,98 OCH, 12,12 

Gef. ,, 10,67 ~~ ‘iene 
Spektrum in Pyridin—Ather: 
I. rane: 6—619,1; II. 591,7...578,0—570,9; Lil. 565,9-—-560,4; 
9—526,38; V. 509,9-——479,3: End-Abs. 437. 

Reihenfolge der Intensitiiten: V, IV, III, 


- 


3’,5’-Dimethyl-pyrromethen-4’-bernsteinsaure-hydrobromid (IV). 
a) 0,35 g Pyrrol-a-aldehyd und 1 g 2,4-Dimethylpyrrol-3-bernsteinsiure 


werden in Alkohol angeteigt und tropfenweise mit 48°/, Bromwasserstoff- 


siure versetzt, bis sich das Methen auszuscheiden beginnt. Nach wenigen 


Minuten ist das Reaktionsgemisch erstarrt. Es wird sofort abgesaugt, einmal 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLV. 10 
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mit Alkohol und dann griindlich mit Ather gewaschen. Das zunichst hel 
rot ausfallende Methen ist nicht sehr bestiindig und wird namentlich bein 
liingeren Stehenlassen rasch dunkel. Es ist daher schnelles Arbeiten niitig 


Methylalkohol. Zur Analyse wurde es zweimal aus Methylalkohol 
krystallisiert. Die gelben Prismen zersetzen sich ab 180°. 

b) 0,45 mg Pyrrol-a-aldehyd und 1g 2,4-Dimethy]-5-carboxylpyrro!. 
3-bernsteinsiiure werden wie oben mit Alkohol angeteigt und unter stete, 
Reiben mit einem Glasstab mit 48°/, Bromwasserstoffsiiure versetzt. Es trit 
unter Erwiirmen und Decarboxylierung allmihlich Lésung ein. Bei weitere; 
vorsichtiger Zugabe von Bromwasserstoffsiiure beginnt das Methen 
gufallen und schlieBlich erstarrt der ganze Inhalt des Reagenzeglases. Dj 
weitere Verarbeitung erfolgt wie oben. Zur Analyse wurde zweimal ais 
Methylalkohol-Chloroform umkrystallisiert. 

4,078 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 7,230 mg CO,, 1,630 mg H,O 
3,816 mg Subst.: 0,270 cem N, (20°, 715 mm), 

C,,;H,,0,N.Br (369,07) Ber. C 48,77 H 4,64 N 7,59 Br 21,65 


Gef, ,, 48,35 ,, 447 ,, 7,68 ,, 21,08. 


3,5’ - Dimethyl - pyrromethen - 4’ - bernsteinsaure - dimethyleste: 
hydrobromid. 1 ¢ obigen Methenhydrobromids wurde in 10 cem Methy: 
alkohol gelést und mit 10 cem_ gesiittigter methylalkoholischer Brom 
wasserstoftsiure versetzt und '/, Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Beir 
Stehen itiber Nacht scheidet sich der Ester in Prismen krystallisiert au: 
Durch Zusatz von etwas Ather zur Mutterlauge kann die Ausbeute noc 
erhéht werdep. Zur Analyse wurde aus Methylalkohol umkrystallisier 
Schmelzp. 150°. 

4,730 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 5,400 mg Ag. 
C,,H_,0,N,Br (397,10) ser. (OCH,), 15,61  Gef. (OCH,), 15,08. 





In Eisessig ist das Methen ziemlich schwer léslich, leichter léslich ist es jy 
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Aufspaltung von Azlactonen 
durch Einwirkung von Diazomethan—Methylalkoho! 
sowie durch Alkoholat 
in Analogie zum Verhalten des Chlorophylls und seiner Derivate. 


Von 


Hans Fischer und Hans-Joachim Hofmann. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 1936.) 


Chlorophyllid, Phiophorbid und andere Chlorophyllderivate 
spalten den isocyclischen Ring(1) durch Diazomethan—Methylalkohol 
unter Bildung eines Triesters (2) leicht auf. 


. . 
S. -™ (* i 
H a Me 2 | 
a ie CH,OH a - 
H.cooc: \ H yells CH, H COOGE CH, 
a H.COOC 
H /OCH, 


() 


Diese Aufspaltungsreaktion des Diazomethans scheint bei 
anderen Ringsystemen noch nicht beobachtet zu sein, und es lag 
deshalb nahe, an weiteren Ringsystemen solche Versuche anzu- 
stellen. Diese verliefen jedoch bis jetzt negativ. 

Die Pyrrolaldehyde reagierten durchweg mit Hippursiiure zu 
cut krystallisierten Azlactonen, die sich jedoch in der Regel schwer 


autspalten lassen’), im Gegensatz zu der bekannten Phenylalanin- 


synthese von Erlenmeyer. 

Soweit die Aufspaltung gelingt, macht dann aber die weitere 
Hydrierung Schwierigkeiten, so daB die interessanten Alanin- 
Derivate — Pyrrolalanine — bis jetzt unbekannt geblieben sind’). 
Auch der in der Benzolreihe bekannte Abbau der Azlactone unter 


Hi. Fischer u. W. Zerweck, Ber. chem. Ges. 56, 519 (1923). 
*) Vel. W. Dirscherl, Dissertation. Miinchen, Technische Hoch- 
' 7 
‘chile (1925). 


10* 
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Aminosauren!) iiberfiithrbar sind, verlief negativ. 
Uberraschend leicht lieben sich nun Pyrrol-azlactone mi 


Diazomethan—Methylalkohol aufspalten unter Bildung des Ester § 


der entsprechenden ungesiittigten Siure. Z. B. verlief beim Az. 
lacton des Kryptopyrrol-aldehyds (3) (2,4-Dimethyl-3-athylpyrrol. 
5-aldehyd) die Reaktion in folgendem Sinne: 





H,C,,—CH, H,C,,—CH, 
ee | ; | 
38 ft CH,N, | 4 | | 
H,C\ _'—CH=C N cH,oH” H,C\__+—CH=C—NHCOC,H 
| NH _ 
O=C. , ,C-C,H, COOCH, 
i 


O 

Ks entstand der 2,4-Dimethyl-3-iithylpyrrol-5-benzoyl-amino- 
acrylsiiure-methylester (4) in praktisch quantitativer Ausbeute. [Dz 
die Aufspaltung mit Alkali und nachtriglicher Veresterung nw 
in schlechter Ausbeute verliuft, bietet diese Methode auch pri. 
parativ groBe Vorteile. 

Durch Umsetzungen mit anderen Azlactonen zeigte es sich, 
daB die Spaltbarkeit mit Diazomethan—Methylalkohol keinesweg: 
auf Azlactone von Pyrrolaldebyden beschriinkt ist. 

Das Azlacton des Benzaldehyds?) (5) geht unter analogen Be- 
dingungen leicht auf. Es entsteht der Benzoyl-amino-zimtsiure- 
methylester (6). 


4~ —CH=C——N A™~ __CH=C-NH-CO-C,H, 
ia , CH.N, re 
‘ | \ 7. cH,oH” | ” ) 1000 
~~ onc con, be COOCH, 
() 


Durch Verseifen erhilt man die freie Siure, die beim Misch- 
schmelzpunkt mit der Benzoyl-amino-zimtsiure kee Depressioi§ 


ergab. Auch hier verlief die Reaktion praktisch quantitativ. 
Das Azlacton des p-Oxy-benz-aldehyds') (7) ist ebenfalls leicht 
mit Diazomethan—Methylalkohol zu sprengen. 


4“ ~™ —CH=C ——N 7~—CH=C-NH-CO-C,H 
| 7 | | | 8 | | 
CH,CO-O. % O=C_ _C-C,H, CHO ? COOCH, 
O 


') Vgl. F. Knoop, Diese Z. 67, 489 (1910), 71, 252 (1911). Zusammen 


fassung in ,,Oxydationen im Tierkérper“, Sammlung chem. Vortriige. Enke, § 


Statteart 1931. 
*) Erlenmeyer jun., Liebigs Ann. 275, 1 (1893). 
*) Erlenmeyer jun. u. Halsey, Liebigs Ann. 307, 139 (1899). 


EKinfluB von Alkali zur Ketonsiure, die ja ihrerseits wieder i; 
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Der in schénen, weiBen Nadeln krystallisierte Methylester 
schmolz bei 153° und zeigt somit den gleichen Schmelzpunkt 
wie der Anisal-hippursiiure-methylester (153°), Die Analyse stimmt 
aut auf den gleichen Kérper. Es wird also durch Diazomethan 
lie p-stiindige Azetoxygruppe im Azlacton (7) durch die Methoxy- 
sruppe ersetzt. E. Erlenmeyer’) hatte den Anisal-hippursiure- 
methylester aus dem Azlacton des Anis-aldehyds dargestellt. Durch 
Spaltung mit Alkali erhielt er die ¢-Benzimino-4-anisyl-acrylsiure 
Anisal-hippursiure). 

Kin iiberraschendes Ergebnis hatte die Untersuchung des 
Pyrrolazlactons?) aus 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxy-3-formylpyrrol 
and Hippursiiure folgender Formulierung (9): 





HyCy—- CH==C——N 10*his., H,Cy-—y—CH=C-NH -CO-C.H, 
| 9 | KOH | 99] 
H,C,00CL_ ICH, O-C__C-C,H, HoocL !CH, COOH 
NH vy NH 


Durch 40°/,ige Kalilauge laft sich hier die Aufspaltung zur 
2, 4- Dimethyl -5-carboxylpyrrol-3-benzoyl-amino-acrylsiure (9 a) 
durchfithren. Diese krystallisiert gut und hat einen Schmelzpunkt 
von 210° Die Titration bestitigte das Vorliegen von 2 Carboxyl- 
gruppen. Die Veresterung mit Diazomethan gab einen schén krystalli- 
sierten Dimethylester vom Schmelzp. 216°, also um 6° héher. Die 
Analyse ergab einen um eine Methylengruppe erhéhten Kohlenstofi- 
gehalt und es muBte daher auBer der Veresterung noch eine weitere 
Reaktion eingetreten sein und zwar hatte sich das Diazomethan 
unter Abspaltung von Stickstoff an die Doppelbildung angelagert, 
so daB der 2,4-Dimethyl-5-carbmethoxy-pyrrol-3-benzoyl-amino- 
cyclopropan -carbonsiiure-methylester folgender Ionstitution (10) 
entstanden war. 





CH, 
ti. =a 
H,C,;——, -CH--C-NH-CO-C,H; 
10 | | 
H,COOC\. _/CH, COOCH, 


NH 


Im allgemeinen reagieren Athylen-Derivate unter Bildung 
von Pyrazolin-Ringen und bei der Untersuchung*) zahlreicher 


') Liebigs Ann, 337, 297 (1904). 
) H. Fischer u. B. Wei, Ber. chem. Ges. 56, 1209 (1923). 
H. Fischer u. Ch. Staff, Diese Z. 234, 105 (1935). 
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ungesattigter Pyrrolderivate stellte es sich heraus, daB die Nitril. 
gruppen die Stickstoff-Abspaltung unter Bildung des Cyclopropan- 
Ringes begiinstigen, wihrend die Carboxylgruppe den entgegen. 
gesetzten Effekt hat. Hier wird offensichtlich der begiinstigende Hin. 
flu8 des Carboxylrestes ausgeschaltet durch den Benzoyl-aminorest, 
Denn die Zimtsiure gibt bei der Behandlung mit Diazomethan glat: 
den Phenyl-pyrazolin-carbonsiiure-methylester}), wihrend, wie 
wir oben gesehen haben, das Azlacton des Benzaldehyds lediglic) 
zum Benzoyl-amino-zimtsiure- methylester (6) aufgespalten wird, 

Verseift man diesen Ester (10) mit starkem Alkali, so erhiil: 
man eine 2,4-Dimethy1-5-carboxyl-pyrrol-3-benzoyl-amino-cyclo. 
propansiure vom Schmelzp. 176° unter starker Zersetzung. De 
Mischschmelzpunkt mit der aus dem Azlacton direkt erhaltene: 
Dicarbonsaure (9a) ohne Cyclopropanring (Schmelzp. 210°) ergal 
Depression. Auch in dem iiuberen Habitus unterschieden sic, 
die beiden Siuren. 

Fir den Ester (10) konnte eine weitere interessante Dar- 
stellungsart gefunden werden. 

Ks gelingt, diesen Ester (10) aus dem Azlacton (9) direk 
durch Einwirkung von Methylalkohol—Diazomethan zu erhalten, 
Das Diazomethan bewirkt iihnlich wie bei der Methanolyse de: 
Phiiophorbids eine Ringsprengung unter gleichzeitiger Veresterung. 








CH, 
Y ‘ ‘ - Pati, ; 
H,C;——,-CH=C-——_N_ _CHN: . H.C, —_,-CH—C-NH.CO.C,H, 
9 | CH,OH | 10 | 
H.C,00 H, O=C C-C.H ‘OC 
C, C Ze 3 a. 6 H,COOC\_ CH, COOCH, 
Na 0 NH 


Bei der Aufspaltung des Pyrrol-azlactons (9) wird aber nocif 


gleichzeitig die Carbithoxygruppe in 5-Stellung umgeestert un 


auBerdem erfolgt gleichzeitig Anlagerung von Diazometharf 


unter Abspaltung des Stickstoffes an die Doppelbindung de 


Benzoyl-amino-acrylsiiure. Es entsteht also direkt der 2,4-Dif 
methyl -5-carbmethoxy-pyrrol-3-benzoyl-amino-cyclopropan- 


carbonsiiure-dimethylester (10). 

Weitere Pyrrolazlactone sind in Bearbeitung, um Gesetz- 
mibigkeiten zu finden. Vorliufig wurde das von A. Ellinge: 
und Z. Matsuoka?) gewonnene Azlacton aus 6-Indolaldehyd unc 
1!) H. vy. Pechmann u. E. Burkard, Ber. chem. Ges. 38, 8595 (190! 
*) Diese Z. 109, 261 (1920). 
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Hippursaure untersucht, bei dem durch die Verwendung von 
Essigsiiure-anhydrid am Stickstoff Acetyherung erfolgt. Das Stick- 
stoff-acetyl-azlacton (11) wird nun ebenfalls durch Diazomethan— 
Methylalkohol in folgendem Sinne glatt gespalten: 


CH, 
~ Pe ~ 
aw _-CH=C-———-N_ CHN2 (7 CH--C-NH-CU-C,H, 
11 1 CH.OH 12 H | 
}! ee ’ ‘ ' hi | ‘ ‘ 
a tigi ome Jo Cols es COOCH, 
N io N 
. e 
COCH, 7% COCH, 


Ks entsteht ein in schénen, weiben seidig-gliinzenden Nadeln 
krystallisierender Xérper (12). Die Analyse zeigt, dab unter 
Stickstoffabspaltung der Cyclopropanring sich gebildet hat. Die 
Reaktion verliuft also lier in vollstiindiger Analogie zum Ver- 
halten des auf 8. 142 beschriebenen (-Pyrrolaldehyd. In der 
Indolreihe nun entspricht die f-Stellung der g@-Stellung im Pyrrol, 
entsteht doch bei der Aldehyd-Synthese in der Hauptausbeute 
der @-Aldehyd und auch bei der Grignardisierung tritt der neue 
Rest in die f-Stellung ein, wie erst vor kurzem wieder die 
schéne Untersuchung von Th. Wieland?) gezeigt hat. 

Damit hiingt vielleicht auch die negative Ehrlichsche Aidehyd-Probe 
des Gramins zusammen; denn auch die (§-Indol-essigsiiure reagiert nur 
miBig mit dem genannten Reagens, ergiebig erst nach Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelsiiure (intensive Blaufiirbung mit Absorption im Orange). 

So ist es méglich, daB besonders bei Pyrrol-a@-Azlactonen 
vielleicht die gleiche Reaktion, d.h. nicht Pyrazolinring-Bildung, 
sondern Entstehung der Cyclopropan-carbonsiure stattfinden wird. 
Allerdings glauben wir, daB diese Verschiedenheit des Reagierens 
von Diazomethan nicht von der «- oder #-Stellung in Abhingigkeit 
steht, sondern yon den Substituenten des an der Athylenbindung 
haftenden Systems. Die GesetzmiiBigkeiten werden sich erst bei 
Vorliegen von mehr experimentellem Material erkennen lassen. 
im iibrigen sei noch hervorgehoben, daB in den oben beschriebenen 
Fillen, bei denen keine Anlagerung an die Doppelbindung erfolgt 
ist, diese auch nicht durch erneute Behandlung mit Diazomethan 
oder durch lingeres Stehen erzwungen werden konnte. 

Die Reaktion verliiuft also tatsiichlich in vollstiindiger Ana- 
logie zu der untersuchten Umsetzung des Azlactons eines ?-Pyrrol- 
aldehydes. 


') Th. Wieland, Liebigs Ann. 526, 188 (1936). 













































144 Hans Fischer und Hans-Joachim Hofmann, At 
Die durch Aufspaltung erhaltenen Pyrrol-amino-acrylsiure, | y 


sollten hydriert werden entsprechend der Erlenmeyerschen§ ¢] 
Aminosiure-Synthese. oe 
Mit Amalgam konnte bei der 2,4-Dimethyl-5-carbathoxy. f js 
pyrrol-3-benzoyl-amino-acrylsiure keine Hydrierung erzielt werden, 
Auch die katalytische Hydrierung miblang bis jetzt. Bei dem Ver.f  ,, 
such, das Azlacton (9) mit Blei-Natrium nach der von H.Wielandf ,, 
beim Bufotenin?) mit Erfolg angewandten Methode zu hydrieren,f ,, 
wurde der Azlactonring aufgespalten. Lést man das Azlacton (fF 4, 
in absolutem Athylalkohol und triigt langsam etwas Blei- 
Natrium ein, so entfarbt sich die Lisung. Beim Aufarbeiten wurde Kk 
ein schén_ krystallisierendes, weiBes Produkt erhalten. Derf x 


Schmelzpunkt lag bei 215°. Die Analyse zeigte, dab keine Hydric-f }) 
rung eingetreten war. Der Azlactonring war unter gleichzeitiger— \ 
Veresterung aufgespalten und es entstand der 2,4-Dimethyl.— 3 


5 -carbiithoxypyrrol-3 -benzoyl-amino-acrylsiiure-iithylester (9). 








( 
H,C;——CH=C———-N___ naoc,n, H,C;——;- CH=C-NH.CO.CE | 
8 | | ae ~ | 18 | ui 
. de JI ; Ee - ‘ af TN ‘ r | "i bi a 
H,C,00C\ _JCH, 0-0. ,” C- C,H H,C,00C. CH, COOC,H 
NH J\/ NH ‘ 
> | 
\ 0 
“NaOC,H, XM H,C-——,-- CH= C- NH-CO0-C,H - 
14 | D 
‘ ny +H ‘ ‘ 7’ ] 
H,C,00C\ _/CH, — COOC,H, A 
NH 

al 
Die Umsetzung ist bereits nach etwa 20 Minuten quantitativ> © 
verlaufen. DaB keine Hydrierung eingetreten war, konnte durchf 
Verseifung des Esters (13) gezeigt werden. Es entstand die durch— ~ 
Spaltung mit Alkali aus dem Azlacton (9) direkt erhaltene Pyrrol-— * 
acrylsaure (9a). a 

Die Ringsprengung des Azlactons wird von dem entstehenden 
Alkoholat bewirkt. Die Reaktion erfolgt mit Natrium statt mig * 
Blei-Natrium in genau dem gleichen Sinne und kann zur Gefe ¢! 
winnung homologer Ester beniitzt werden. Z, 
List man das Azlacton (9) in absolutem Propylalkohol und— ‘* 
gibt etwas Natrium in der Wiirme zu, so entsteht der 2,4-Di-f i 
methyl-5-carbonsiiure-propylester-pyrrol-3-benzoyl-amino-acryl|- fF 

; ] 


siiure-propylester (14). Das heift, es wird auch noch die Carb- 
‘ithoxygruppe in 5-Stellung zum Propylester umgeestert, ei 





') Liebigs Ann. 513. 1 (1934). 
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Verhalten, das ja auch sonst des éfteren beobachtet wird!). Die 
cleiche Reaktion konnte mit absolutem Isoamylalkohol durch- 
cefihrt werden und es entstand der 2,4-Dimethyl-5-carbonsiure- 
isoamyl-ester-pyrrol-3-benzoyl-amino-acrylsiure-isoamylester. 

Durch Wahl der Temperatur hat man es in der Hand, ob 
nur der Azlactonring unter Veresterung aufgespalten werden soll 
und die Carbithoxygruppe in 5-Stellung erhalten bleibt, oder ob 
man auch hier, wie in den angefiihrten Fallen Umesterung zu 
dem entsprechenden Kster erzielen will. Lost man das Azlacton (9) 
in absolutem Methylalkohol und trigt langsam Natrium unter 
Kiihlung ein, so dab die Temperatur +10° nicht iiberschreitet, 
so erfolgt nur die Spaltung des Azlactons und der Carbiithoxyrest 
bleibt erhalten. ‘Tr’gt man unter analogen Bedingungen das 
Natrium in den siedenden Methylalkohol ein und kocht noch 
3 Stunden auf dem Wasserbad, so entsteht quantitativ in der 
j-Stellung der Carbmethoxyrest. Beide Reaktionen ergeben in 
quantitativer Ausbeute vollig einheitliche Produkte. Die Ester 
zeichnen sich durch gute Krystallisationsfihigkeit aus. 

Die aus «-Pyrrol-aldehyden gebildeten Azlactone lassen sich 
analog aufspalten. So erhailt man aus dem Azlacton des 2,4-Di- 
methyl-3-iathylpyrrol-5-aldehyds mit Natrium—Methylat den 2,4-Di- 
methyl- 3 -iithylpyrrol- 5 -benzoyl - amino -acrylsiiure- methylester (4). 
Dieser Kérper war mit dem Produkt aus der Aufspaltung des 
Azlactonringes (3) mit Diazomethan—Methylalkohol identisch. Die 
auf Grund der Analyse des Esters aufgestellte Formulierung (4) 
ohne Cyclopropanring, d. bh. ohne Anlagerung von Diazomethan 
an die Benzoyl-amino-acrylsiiure, war damit wiederum bestiitigt. 
— Erfolgt die Aufspaltung des Azlactons (3) mit Natrium—Athylat, 
so erhiilt man in ebenfalls quantitativer Umsetzung den entsprechen- 
den Athylester. 

Der isocyclische Ring im Phiophorbid (1) zeigt, wie auch 
schon bei der EKinwirkung von Diazomethan—Methylalkohol, die 
gleiche Reaktion mit Alkoholat wie der Azlactonring. Lést man 
z. 4, Methylphiophorbid (1) in absolutem Pyridin, versetzt mit ab- 
solutem Methylalkohol, und gibt dann etwas Natrium zu, so erfolgt 
hingsprengung des isocyclischen Ringes und es entsteht Chlorin e,- 
trimethylester (2) (Schmelzp. 209°). Der Mischschmelzpunkt mit dem 
bei der Methanolyse gewonnenen Material ergab keine Depression. 


') Vgl. J. Purdie, Ber. chem. Ges. 20, 1555 (1887); E. Fischer, Ber. 
chem. Ges. 53, 1640 (1920). 
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Wie weit diese Reaktion mit hdheren Alkoholaten und be; 
anderen Chlorophyllderivaten zutrifft, mu8 noch untersucht werden, 
Insbesondere wird die Ringsprengung von Chlorophyll a und b yon 
grobem Interesse sein, denn es ist zu erwarten, daB man hierbe; 
sofort zu den Phyllinen von Chlorin e, bzw. Rhodin g gelangen 
wird. Diese Untersuchungen sind im Gange. 


Versuche, 


1. 2,4-Dimethyl-3-athylpyrrol-5-benzoyl-aminoacrylsauremethy]. 
ester (4). 12g 2,4-Dimethyl-3-iithylpyrrol-5-aldehyd wurden mit 15 g Hippur- 
siiure und 120 ccm Essigsiiureanhydrid 1 Stunde auf dem siedenden Wasser 
bad erhitzt. Das Azlacton krystallisiert beim Erkalten aus. Aus Essigester 
umkrystalliliert erhilt man schéne rote Nadeln. Schmelzp. 172°. Aus. 
beute 19 g. 

2g dieses Azlactons (3) werden in 80 ccm CH,OH gelést und mit einer 
iitherischen Diazomethanlésung, bereitet aus 4 g Nitrosomethyiharnstoff, ver- 
setzt. Man 1iBt 12 Stunden stehen. Die dunkelrote Farbe der Azlactonlisung 
hellt sich nach Zugabe von Diazomethan rasch auf und schon nach 15 Minuten 
scheidet sich der Ester (4) in feinen schwach gelben Nadeln aus. Nach 
12 Stunden wird eingeengt und wiederholt aus CH,OH umkrystallisiert. 
Schmelzp. 220°. 


4,635 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,890 mg CO,, 2,800 mg H,0. 
3,692 mg Subst.: 0,290 ccm N, (22°, 709mm). — 5,300 mg Subst.: 3,760 mg AgJ. 


CioH220,N_ (326) Ber. C 69,96 H 6,76 N 8,47 OCH, 9,37 


Gef. ,, 69,94 ,, 6,75 ,, 8,58 » 9,50. 


2. «-Benzoylamino-zimtsauremethylester (6). 2g Azlacton des Benz 
aldehydes (5) werden mit 30 cem CH,OH versetzt und ein Uberschuf einer 
itherischen Diazomethanlésung zugegeben. Nach einiger Zeit lést sich das 
ausgeflockte Azlacton voéllig. Nach 12 Stunden Stehen wird die iitherische 
Diazomethanlésung und der Methylalkohol abgedampft. Es hinterbleibt ein 
Ol, das beim Erkalten zu einer schmutzigen Masse erstarrt. Man lést in 
Methylalkohol, kocht 10 Minuten mit Tierkohle und filtriert. Nach Zusatz 
von Wasser krystallisiert der Ester (6) in weiben Nadeln. Aus CH,OH/H,() 
umkrystallisiert. Schmelzp. 133°. 


4,275 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,390 mg CO,, 2,010 mg H,0O. 
4,084 mg Subst.: 0,189cem N, (24°, 720mm). — 4,385mg Subst.: 3,535 mg AgJ. 


Ci7H,;O,N (281) Ber. C 72,59 H 5,34 N 4,98 OCH, 11,03 
Gef. ,, 72,66 ,, 5,26 ,, 5,08 » 10,65. 


Der Beweis, da8 keine Anlagerung von Diazomethan eingetreten ist. 
konnte auch noch auf folgende Weise erbracht werden: 2g des Azlactons 
des Benzaldehydes (5) werden mit Alkali gespalten, nach Erlenmeyer an- 
gesiiuert und die Benzoylaminozimtsiure isoliert. Schmelzp. 225° Aus dem 
obigen Ester (6) wird durch Verseifen mit KCH und Ansiiuern mit HCl die 
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'freie Siiure erhalten. Schmelzp. 227°. Der Mischschmelzpunkt mit der 


>onzovlaminozimtsiiure ergab keine Depression. 
enzo} = 


3. «-Benzimino-(4-anisy]l)-acrylsaure-methylester (8). Das Azlacton 


' des p-Oxybenzaldehydes (7) wird nach Erlenmeyer dargestellt. Es 
' unterscheidet sich vom Azlacton des Benzaldehydes durck die p-bestiindige 
| Aceto-oxy-Gruppe. 


8g des Azlactons (7) werden in 120 cem CH,OH aufgeschlimmt und 
mit ditherischer Diazomethanlésung, bereitet aus 6 g Nitrosomethylharnstoff, 
versetzt. 12 Stunden stehen lassen. Die Aufarbeitung erfolgt wie beim 


 Azlacton des Benzaldehydes. Schéne weife Nadeln aus Methylalkohol. 
| Schmelzp. 153°, entspricht dem in der Literatur angegebenen Schmelzpunkt 
» des Anisalhippursiuremethylesters (153°). 


4,009 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,226 mg CO,, 1,945 mg H,O. — 
3.125mg Subst.: 0,128 ccm N, (24°, 719mm). — 3,530mg Subst.: 5,090mg AgJ. 


O1sH,,0,N (311) 
Ber. C 69,45 H 5,48 N 4,50 OCH, 20,40 
Gef. 5, 69,57 » 5,46 »» 4,45 - 19,05 . 


4, 2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-benzoyl-aminoacrylsaure (9 a). 
Das Azlacton (9) wurde nach der von H. Fischer und B. Weiss, Ber. chem. 
Ges. 56, 1209 (1923) angegebenen Methode dargestellt. Schmelzp. 226°. Die 
dort fehlende CH-Bestimmung wurde nachgeholt. 


3,010 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 7,454 mg CO,, 1,441 mg H,O. 


C,oH,,0,N, (338) Ber. C 67,25 H 5,61 
oe -, C1 ~ S86. 


2¢ dieses Azlactons (9) werden in 30 eem CH,OH unter Zusatz von 
40 cem 40°/, igem KOH gelést und 3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. 
Mit 20°/, iger H,SO, wird unter starker Kiithlung (— 5°) bis zur schwach 
kongosauren Reaktion angesiiuert. Die Dicarbonsiiure (9a) fallt aus. Man 
muf rasch filtrieren und gut siiurefrei waschen, da sich die Dicarbonsiiure (9 a) 
sonst leicht dunkelrot firbt. Im Filtrat kann durch Ausithern Benzoesiiure 
nachgewiesen werden. Wird aus CH,OH umkrystallisiert. WeiBe makro- 


skopische Nadeln. Schmelzp. 210° unter starker Decarboxylierung. 
4,510 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 10,250 mg CO,, 2,075 mg H,0. 
4,316 mg Subst.: 0,326 cem N, (22°, 731 mm). 
C,,H,,0;N, (328) Ber. C 62,19 H 4,87 N 8,53 
os. . S18 ., 1 4 8M. 


Titration. 0,1619 g Subst. Verbrauch NaOH, ber.: 0,03947 ¢ 
Verbrauch NaOH, gef.: 0,04100 g. 


5. 2,4-Dimethyl-5-carbmethoxypyrrol-3-benzoylamino-cyclopro- 
pancarbonsauremethylester (10). (Aus der freien Siure (9a) mit Diazo- 
methan). 2g 2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-benzoyl-aminoacrylsiure (9a) 
werden in 30 cem CH,OH gelést und mit einem groBben UberschuB iitherischer 
Diazomethanlésung versetzt. Man lit 24 Stunden stehen. Beim Einengen 
krystallisierte der Dimethylester (10) in schénen schwach rosa gefiirbten 


Nadeln. Wiederholt aus CH,OH/H,O umkrystallisiert. Schmelzp. 216°. 
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4,100 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 9,705 mg CO,, 2,070 mg H,0. 


4,420 mg Subat.: 5,585mg AgJ. — 3,864mg Subst.: 0,256 cem N, (21°, 730m, 
Cy9H,,.0,N. (370) Ber. C 64,85 H 5,95 N 7,56 OCH, 16,75 


a oo? > ne - OF 2a Y2 LO 
Gef, ,, 64,56 ” 2,65 ” 7,38 9 16,69. 


6. 2,4-Dimethyl -5-carboxylpyrrol -3- benzoylaminocyclopropan. 
carbonsaure. Der oben beschriebene Dimethylester (10) 1aBt sich leicht 2 
der entsprechenden Dicarbonsiiure verseifen. 

ig Dimethylester (10) wird in 10 ccm C,H,OH aufgeschlimmt und mit 
20 cem 40°/,igem KOH 6 Stunden auf dem siedenden Wasserbad gekocht, 
Die entstandene Dicarbonsiiure wird mit verdiinnter Schwefelsiiure unte 
guter Kiihlung (— 5°) gefillt. Ist die Reaktion schwach kongosauer, s 
mu rasch filtriert werden. Man wiischt mit wenig Wasser siiurefrei und 
krystallisiert nochmals aus CH,OH/H,O um. Die 2,4-Dimethyl-5-carboxyl. 
pyrrol -3 -benzoyl-amino-cyclopropancarbonsiiure krystallisiert in Rhomben, 
die trotz hiufigen Umkrystallisierens stark violett gefiirbt bleiben. Sie 
unterscheidet sich also schon im Aussehen von der 2,4-Dimethy]-5-carboxy)- 
pyrrol-3-benzoylaminoacrylsiure (9a). Der Schmelzpunkt lag bei 176° unter 
starker Decarboxylierung. Der Mischschmelzpunkt mit der 2,4-Dimethyi 
d-carboxylpyrrol-3-benzoylaminoacry|siiure (9a) (Schmelzp. 210°) lag bei 178° 
Aus CH,OH/H,0 umkrystallisiert. 


3,950 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,170 mg CO,, 1,855 mg H_O. 
3,952 mg Subst.: 0,307 eem N, (20°, 715 mm). 
C,,H,,0;N, (342) Ber. C 63,15 H 5,26 N 8,19 


Gef. ,, 68,31 ,, 5,26 ,, 8,51. 


Kine Methoxylbestimmung war negativ, so daB also der Cyclopropan 
ring endgiiltig bewiesen ist. 


7. 2,4-Dimethyl-5-carbmethoxypyrrol-3-benzoyl-amino-cyclo- 
propansauremethylester (10). [Aus dem Azlacton (9) durch Einwirkung 
von Diazomethan-Methylalkohol.| 1 ¢ Azlacton (9) wird in 30 ccm 
Methylalkohol aufgeschliimmt und mit itherischer Diazomethanlésung ver- 
setzt. Das Aziacton lést sich langsam vdéllig auf. Nach 12 Stunden wird 
die Diazomethanlésung abgedampft und der Methylalkohol eingeengt. Es 
scheiden sich schéne weiBe Nadeln aus. Der Schmelzpunkt lag nach dem 
Umkrystallisieren aus CH,OH/H,O bei 216°. Der Misechschmelzpunkt mit 
dem Ester, der aus der 2,4-Dimethyl-5-carboxylpyrrol-3-benzoylaminoacry)- 
siure (9a) durch Verestern mit Diazomethan erhalten worden war, ergab 
keine Depression. Die Analyse bestiitigte, dab der gleiche Ester aus dem 
Azlacton direkt entstanden war. 

4,900 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,900 mg CO,, 2,785 mg H,0O. 
3,577 mg Subst.: 0,247 cem N, (24°, 720 mm). — 4,632 mg Subst.: 5,817 mg Ag. 
C,,H,,0;N, (370) Ber. C 64,85 H 5,94 N 17,56 OCH, 16,75 

Gef. ,, 65,07 ,, 6,25 ., 7,51 ,, 16,59. 

8. N - Acetyl -indol - 8-(«- benzoylamino) -cyclopropansauremethy)- 
ester (12). Das N-Acetyl-%-Indolazlacton (11) wurde nach der von 
A. Ellinger und Z. Matsuoka, Diese Z. 109, 261 (1920) beschriebenen 
Methode dargestellt. 
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1g dieses Azlactons (11) wird mit 20 cem CH,OH und dann mit 


oo) 


' itherischer Diazomethanlésung versetzt. 24 Stunden stehen gelassen. Auf- 


arbeitung erfolgt in der iiblichen Weise. Aus Methylalkohol prachtvolle 


_ seidengliinzende Nadeln. Schmelzp. 243°. 


4,385 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,245 mg CO,, 2,100 mg H,O. — 
3.916 mg Subst. : 0,265 cem N, (25°, 719 mm). — 3,515 mg Subst.: 2,120 mg AgJ. 
C,H ON, (376) Ber. C 70,21 H 5,44 N 17,44 OCH, 8,24 

1, 


Gef. ,, 69,94 ,, 5,36 ,, 7,88 ™ ) 


1 


9. 2,4- Dimethyl -5-carbathoxypyrrol-3-benzoylaminoacrylsaure- 
dthylester (13). 20 g Azlacton (9) in 200 cem absolutem C,H;OH werden mit 


| 22¢ Blei-Natrium unter starkem Turbinieren langsam versetzt. Die Temperatur 
- soll + 5° nicht tiberschreiten. Innerhalb 3 Stunden triigt man das Blei-Na 


ein. Dann wird mit H,O auf etwa 800 ccm verdiinnt und mit H,SO, bis 


_ gur kongosauren Reaktion angesiiuert, rasch filtriert und siiurefrei gewaschen. 


Ausbeute 20 g. Wiederholt aus C,H,OH/H,O umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 215°. Es zeigte sich, daB keine Hydrierung eingetreten war, sondern 


nur Aufspaltung zum Athylester (13). 
5,095 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 12,235 mg CO,, 2,830 mg H,O. 
4359 mg Subst.: 0.294 cem N, (23°, 720 mm). — 4,605 mg Subst.: 5,508 mg AgJ. 


3,09 


? 


C,,H.,O;N, (3884) Ber. C 65,63 H 6,25 N 7,29 OC,H, 


re) 


») 
Gef. ,, 65,49 ., 6,22 ,, 7,36 - 22.94. 


Der gleiche Ester (13) wurde bei der Anwendung von Natrium statt 
Blei-Na erhalten. 


10. 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-benzoylaminoacrylsaure- 
methylester. 2g Azlacton (9) werden in 20 ccm absolutem CH,OH auf- 
veschliimmt und 0,5 @ Natrium in kleinen Anteilen zugegeben. Man kiihlt 
so, daB die Temperatur + 10° nicht tibersteigen kann. Das Azlacton geht 
langsam in Lésung. Wenn alles gelést ist, versetzt man unter Kihlung 
mit 10°/,iger HCl bis zur schwach kongosauren Reaktion und filtriert rasch. 
Die Carbithoxygruppe in der 5-Stellung des Pyrrols ist bei dieser Reaktion 
unveriindert erhalten geblieben und nur der Azlactonring unter Veresterung 
gesprengt. 

Aus CH,OH/H,O umkrystallisiert. Schmelzp. 198°, WeiBe haar- 
tirmige Nadeln. 


4,630 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 11,015 mg CO,, 2,385 mg H,0O. 
33 mg Subst.: 0,244 eem N, (20°, 723 mm). 
C,H O;N. (870) Ber. C 64,87 H 5,81 N 7,56 
Gef. ., 64,88 ,, 5,76 ,, 7,61. 


11. 2,4-Dimethyl-5-carbmethoxypyrrol-3-benzoylaminoacry|lsaure- 
methylester. 2¢ Azlacton (9) werden mit 50 ccm absolutem CH,OH auf 
dem Wasserbad erhitzt. In die siedende Liésung triigt man 0,5 g Natrium 
ein. Man koecht dann noch 3 Stunden weiter und arbeitet wie in Versuch 10 
angegeben auf. Aus CH,OH umkrystallisiert. Schmelzp. 220°. 






















150 Hans Fischer und Hans-Joachim Hofmann, 








































4,548 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 10,680 mg CO,, 2,157 mg H,0. 
2,968 mg Subst. : 0,214 cem N, (23°, 731 mm). — 3,885 mg Subst.: 5,015 mg Ag| 


wer 

Ci9He,O,N. (356) Ber. C 64,04 H 5,60 N 7,86 OCH, 17,41 F vers 

Gef. ,, 64,04 ,, 5,31 ,, 7,89 ge 17,04 . \aBt 

Bei der héheren Temperatur ist also die Carbiithoxygruppe zu de ryt 
_Carbmethoxygruppe umgeestert worden. 10 
| DaB keine Hydrierung eingetreten ist, kann man durch Verseifung de ee 
entstandenen Ester beweisen: 0,5 g Ester werden mit 20 cem 20°/,iger KO} won 
unter Zusatz von etwas CH,OH 3 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. May 


faillt die entstandene Dicarbonsiiure unter Kiithlung mit Schwefelsiiure wi. 
bei Versuch 4 beschrieben. Aus CH,OH umkrystallisiert. Schmelzp. 210: 
Der Mischschmelzpunkt mit der Dicarbonsiiure (9a) 210° ergab keine ald 
Depression. und 


12. 2,4 - Dimethyl -5 - carbonsaurepropylesterpyrrol-3- benzoyl — yy, 
aminoacrylsaurepropylester (14). Darstellung analog Versuch 11 bei héhere: ff el 
Temperatur mit Natrium in absolutem Dropylalkohol. Aus Propylalkoho Bao 
umkrystallisiert. Weibe Nadeln. Schmelzp. 202°. 


3,975 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 9,765 mg CO,, 2,405 mg H,0. sat 
2,610 mg Subst.: 0,159 cem N, (20°, 720). em. 
en —_ er F lact 

C.,H.,0;N, (412) Ber. CC 66,99 H 6,79 N 6,79 es 

Gef. ,, 67,00 ,, 6,77  ,, 6,72. . 


13. 2,4-Dimethyi-5-carbonsaureisoamylester - pyrrol -3-benzoy! 
aminoacrylsaureisoamylester. Darstellung analog Versuch 11 bei héhere: 
Temperatur mit Natrium in absolutem Isoamylalkohol. Aus Amylalkohol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 168°. 


3,410 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 0,173 eem N, (20°, 725 mm). 


“ 


C,-H..O0.N. (468) Ber. N 5.98 Gef. N 6.12. 
27 86™ 5 2 


14. 2,4-Dimethy1-3-athylpyrrol-5-benzoylaminoacrylsauremethy): 
ester (4). 3 g¢ Azlacton (3) werden in 100 cem absolutem CH,OH aut 
geschlimmt und langsam 2 g Natrium eingetragen. Das rote Azlacton lis 
sich hellgelb. Man liSt 5 Stunden stehen, engt ein, filtriert und wiischt der 
Riickstand mit verdiinnter HCl, dann mit H,© siurefrei. Der in sehwac! 
gelben Nadeln krystallisierende Methylester wurde aus CH,OH umkrystall 
siert. Schmelzp. 220°. Der Mischschmelzpunkt mit dem Ester, erhalten au: 
dem Azlacton (3) durch Diazomethan-—Methylalkohol, Schmelzp. 220°, ergal 
keine Depression. Damit war bestiitigt. dab sich mit Diazomethan keis 
Anlagerungsprodukt gebildet hat. 

15. 2,4-Dimethyl-3-athylpyrrol-5-benzoylaminoacrylsaureathy): 
ester. Analog Versuch 14. Aus Athylalkohol umkrystallisiert. Sehmelz: 
punkt 192°, gelbe Nadeln. 

4,615 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 11,925 mg CO,, 2,830 mg H,(. — 
3,219 mg Subst.: 0,236 eem N, (22°, 715 mm). — 4,015 mg Subst.: 2,637mg Ag. 

C2 oH,,0,Neq (340) Ber. C 70,59 H 7,05 N 8,23 OC,H, 13,24 


Gef. ,, 70,47 6,86 5 1,98 ws 12,60. 
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Aufspaltung von Azlactonen durch Diazomethan—Methylalkohol usw. 15] 


16. Chlorin e,-trimethylester (2). 100 mg Methylphiiophorbid a (1) 
werden in 6eem absolutem Pyridin gelést und mit 30 cem absolutem CH,OH 
versetzt. Man gibt dann langsam einige Koérnchen Natrium (0,5 g) zu und 
1i8t 30 Minuten stehen. Dann gieBt man in 3 Liter Ather und wiischt das 
Pyridin heraus. Beim Fraktionieren geht der Farbstofi quantitativ in dic 
10°/,ige HCl. Zur Reinigung wird nochmals in Ather getrieben und wieder 
mit 10°/,iger HCl ausgezogen. Aus Chloroform-Methylalkohol wird 2mal 
unkrystallisiert. Schmelzp. 209°. Ausbeute 85 mg. Der Mischschmelzpunkt 
mit Chlorin e,-trimethylester, erhalten durch Einwirkung von Diazomethan- 
Methylalkohol auf Phiiophorbid a ergab keine Depression. 


17. Kondensation von 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol-3-thio 
aldehyd mit Hippursaure. 1g Thioaldehyd [dargestellt nach H. Fischer 
und A. Stern, A. 446, 237 (1925)) und 0,9 g Hippursiiure wurden mit 8 eem 
Essigsiureanhydrid unter Zusatz von Cu-Acetat 6 Stunden auf dem siedenden 
Wasserbad erwiirmt. Die Loésung fiirbt sich dunkelbraun und es scheidet 
sich CuS ab. Man filtriert heib. Beim Erkalten scheidet sich das Az- 
lacton (9) des 2,4-Dimethvl-5-carbiithoxypyrrol-3-aldehyds in gelben Nadeln 
ws. Setzt man statt Cu-Acetat Cu-Pulver zu, so erfolgt fast keine Konden- 
sation. Mit PbO dagegen tritt unter Bildung von PbS gute Azlactonbildung 
ein. Der Mischschmelzpunkt des so erhaltenen Azlactons mit dem <Az- 
lacton (9) aus dem 2,4-Dimethyl-5-carbiithoxypyrrol-3-aldehyd ergab keine 
Depression. 



















Studien iiber das Bilirubin in Blut und Galle 
mit Hilfe von Elektrophorese und Ultrazentrifugierung. 
Von 

Kai 0. Pedersen und Jan Waldenstrém. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut und der Medizinischen Klinik 
der Universitat Uppsala.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Dezember 1936.) 


Die Frage nach den Ursachen der verschiedenen Reaktions- 
fahigkeit des Blut-bilirubins beim Diazotieren hat eine groBe Lite- 
ratur hervorgerufen. In den letzten Jahren wird meistens behauptet, 
daf die fehlende direkte Reaktion, d. h. das Auftreten eines roten 
Kuppelungsproduktes erst nach Zusatz von besonderen Reagentien, 
z. B. Alkohol, am besten durch eine Bindung des Bilirubins an 
irgend ein gr6éBeres Molekiil zu erkliren sei. Fiir diese An- 
schauungsweise schien auch die Nicht-Dialysierbarkeit des_ in- 
direkten Bilirubins und die Tatsache, dai es die Nieren nicht 
passiert, zu sprechen. Duesberg!) hat aus klinisch-experimen- 
tellen Untersuchungen den Schlub gezogen, daf fiir die Bilirubin- 
bildung das gesamte Himoglobin (also Porphyrin-eisensalz + Glo- 
bin) nétig sei, da es ihm mit Himin niemals gelungen ist, eine 
Bilirubin-bildung in Trans- und Exsudaten hervorzurufen. Anderer- 
seits ist es ja mehrfach bestiitigt worden, da ein derartiges extra- 
hepatisches ,himatogenes* Bilirubin nur indirekt mit Diazonium- 
reagenz kuppelt. Die Annahme lag also sehr nahe, daB die in- 
direkte Reaktion durch Bindung des bilirubins an Globin bedingt 
wird. Um das eventuelle Vorliegen eines solchen angenommenen 
Bilirubin—Globins nachzuweisen, schien die Ultrazentrifuge von 
The Svedberg’) besonders geeignet, da hierdurch die Molekiil- 
grébe des Bilirubins unter verschiedenen Umstiinden gepriift werden 
konnte. Bei gleichzeitiger Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
der angenommenen Bilirubin—HKiweibverbindung sollte es méglich 


') Arch. f. exper. Path. 162, 305 (1931). 
*) Vgl. zB. The Svedberg, Kolloid-Z. 67, 2 (1934). 
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Studien iiber das Bilirubin in Blut und Galle usw. 


‘sein, das Vorliegen oder Nichtvorliegen eines Bilirubin—Globins 
| nachzuweisen. 
Khe wir auf das Resultat der genannten Untersuchung eingehen, 


mub mit einigen Worten die angewandte Methodik geschildert werden. 
Da das Bilirubin an sich gelb gefirbt ist, wurde bei der 
Jentrifugierung Licht vom Spektralbereich 436 my verwendet. 


' Das Licht wurde von einer Quecksilberlampe erhalten und durch 
fein Zeiss ,.Monochromat Filter C“ oder durch ein /-Methyl-Aescu- 
Jetin-filter filtriert. Die Zentrifugierung, Photometrierung und Aus- 


rechnung der Versuchsresultate wurde nach den von Svedberg 
angegebenen Methoden ausgefiihrt. Die Zentrifugalkraft wechselte 


‘in den verschiedenen Versuchen zwischen dem 250000- und 


850000fachen der Schwerkraft. Die angegebenen Sedimentations- 


}konstanten sind fiir die Werte in Wasser bei 20°C nach den 
'allzemein verwendeten Formeln korrigiert, wobei Veriinderungen 
der Viscositat und des spez. Gewichtes durch die Anwesenheit 
von Salzen auch beriicksichtigt worden sind. Dagegen ist mit dem 
‘KinfluB der Proteine nicht gerechnet worden, da dies eine genaue 
| quantitative Bestimmung der Proteinfraktionen notwendig gemacht - 
hiitte, was aber wegen Materialmangel kaum méglich gewesen wire. 


Bei der Elektrophorese wurde die von Tiselius’) aus- 


gearbeitete Methode der wandernden Grenzzone verwendet. Die 
Lichtfilter waren dieselben wie bei der Zentrifugierung. 


Das untersuchte Material bestand aus Serumproben von fiinf 
verschiedenen ikterischen Kranken, deren Bilirubin mit Diazo- 


‘Teagenz verschieden reagierte. In einem weiteren Falle hatten 


wir Gelegenheit, die Lumbalfliissigkeit nach einer Subarachnoidal- 


‘blutung zu untersuchen. 


Zwei Sera zeigten indirekte, aber keine direkte Reaktion. 


‘Im einen Fall bestand ein schwerer Ikterus, im anderen nur 
eine leichte Erhéhung des Blutbilirubinspiegels. Drei Sera zeigten 
‘Starke direkte Bilirubinreaktion, in einem Falle (III) aber bedeutend 
Yerzégert. Der Liquor war himoglobinfrei und die Diazoreaktion 


nu indirekt vorhanden. Es wurde also Bilirubin unter den ver- 
schiedensten Bedingungen untersucht. 
Das Resultat war aber in allen Fallen vollkommen gleich. 


‘Die Sedimentationskonstante des zentrifugierten Bilirubins stimmt 


‘mmer sehr gut mit derjenigen des Serumalbumins und Hiimo- 


flobins iiberein. Dies kénnte also sehr wohl mit der Annahme 


') Nova Acta Reg. Soc. Scient. Upsala IV. 7. Nr. 4 (1930); vgl. aueh 


Kai 0. Pedersen, Kolloid-Z. 63, 268 (1933). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLY. 1] 
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eines Bilirubin—Globins erklart werden, aber auch durch eine 
Verbindung mit Albumin, das das gleiche Molekulargewicht hat, 
hervorgerufen werden. Dagegen wurde schon durch diese Befunde 
die Annahme von Barron [Medicine 10, 77 (1931)], daB das Bili- 
rubin im Blut an Globulin gebunden sei, als irrig gefunden. Hier 
hat also die Bestimmung des isoelektrischen Punktes entscheiden 
miissen. Es wurde dabei eindeutig festgestellt, daB der IP. etwa 
bei 4.8 liegt, was mit dem I.P. des Pferde-serumalbumins seli) 


ms | Elektrophoretische Wanderung von Bilirubin 
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tig. 2. 


gut ibereinstimmt (Fig. 1). Das Haimoglobin hat seinen isoelektri- 
schen Punkt viel weiter nach der alkalischen Seite, etwa bei 
Py *; und es muB angenommen werden, daB eine Verbindung 
zwischen Bilirubin und Globin etwa dieselben basischen Eigen- 
schaften behalten wiirde, da das Globin an sich stark basisch ist. 
Kine nihere Untersuchung des Globins von diesen Gesichtspunkten 
aus ist nicht méglich, da unzersetzte Globinlésungen kaum zu er- 
halten sind. Es bestand also jetzt die Frage: Ist das Bilirubin 
schon primar an das Albumin gebunden oder besteht eine Ten- 
denz des Bilirubins, sich an das Albumin des Blutserums anzu- 
lagern. Wenn die erste Annahme richtig ware, miiBte ein Zu- 
sammenhang zwischen Globin und Albumin nachzuweisen sein. 
da es ja kaum wahrscheinlich wiire, daB sich das Bilirubin vom 
Globin loslést, um dann sekundiir mit dem Albumin eine Ver- 
hindung einzugehen. 

Schon 1903 hat Abderhalden?) darauf aufmerksam gemacht. 
daB es gewisse Ahnlichkeiten in dem Aminosiuregehalt von Glo- 
bin und Serumalbumin gibt, jedenfalls ,.wenn den beim Serumalbumin 
erhaltenen Werten die auf die entsprechende Weise (nur ein- 
malige Ausitherung der Ester) beim Globin erhaltenen Zahlen 


') Diese Z. 37, 505 (1903). 
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Studien iiber das Bilirubin in Blut und Galle usw. 


cegentibergestellt werden“. Glykokoll fehlt in beiden Substanzen 
und die folgenden Aminosiuren kommen in etwa derselben Menge 
vor: Alanin, Leucin, Prolin, Phenylalanin, Glutaminsiure, Aspara- 
ginsiure. ,,Bestimmte Schliisse auf einen eventuell direkteren Zu- 
sammenhang von Globin und Serumalbumin lassen sich einstweilen, 


hei dem immer noch bedeutenden Prozentsatz an noch nicht 
hekannten Bausteinen des Proteinmolekiils. nicht ziehen“ 2), 
Andererseits ist die Zusammensetzung von Globulin, Fibrin 


und Ovalbumin eine vollkommen andere, wenn man die Stoffe 
unter sich oder mit Himoglobin und Albumin vergleicht. Es 


muB besonders auch hervorgehoben werden, daB Himoglobin und 
Albumin dasselbe Molekulargewicht haben, was mit den anderen 
Proteinen nicht der Fall ist. 


















a 
60 a 
40 + 
20 
t ! 1 ! i 3 ! i rl t rl 
02 04 06 08 1.0 0.2 04 06 08 1.0 1.2 
—-> Abstand von dev Oberfliche der Liésung —> Abstand von der Oberfliche der Liisung 
Fig. 2A. Sedimentation von Galle in Fig. 2B. Sedimentation von Galle + Serum 


in einem Zentrifugalfeld von 310000 mal der 
Erdschwere. Zeit zwischen den Exponie- 
rungen: 10 Minuten. 


einem Zentrifugalfeld von 310000 mal 
der Erdschwere. Zeit zwischen den Ex- 
ponierungen: 15 Minuten. 


Unsere weiteren Untersuchungen haben gezeigt, daf Bilirubin 
eine groBe Tendenz besitzt, sich dem Albumin des Blutserums an- 
zulagern. Wenn man nimlich einem sehr schwach bilirubinhaltigen 
Normalserum in wechselnder Menge Galle zusetzt, so erhiilt man 
dieselben Sedimentationskonstanten wie mit ikterischem Serum 
(Fig. 2B). 

Um die etwaige Affinitit des Bilirubins zum Serumalbumin 
zu priifen, wurde folgender Versuch gemacht: Aus der Galle wurde 
das Bilirubin mit Ammonsulfat gefallt. Dies gelingt leicht bei 

1) Diese Z. 37, 505 (1908). 

*) Nach den Tabellen der Aminosiiurezusammensetzung, die man so- 
wohl in O. Kestner: ,,Chemie der EiweiBkérper“ (1925) wie in Meyer 
und Jacobsen: ,,Lehrbuch der Organischen Chemie“, Zweiter Band, 
Fiinfter Teil (1929) findet, ist die Ahnlichkeit auBerordentlich groB, sie 
hberuht aber nur auf einer unrichtigen Zitierung der Originalprotokolle! 
ii? 
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halber Sattigung. Das Bilirubin wird in destilliertem Wasser 


gelést. Die Lésung reagiert neutral. Sie wird dann mit einer ; 
Lisung von Serumalbumin versetzt und zentrifugiert. Es zeig; : 
sich hierbei, daB der gréBte Teil des Bilirubins auf das Albumin 
iibergeht. Es wird dann ein entsprechender Versuch mit einer f 
Ovalbuminlésung ausgefiihrt. Hierbei geht kein Bilirubin auf das \ 
Kiweif iiber. Wir haben also bewiesen, daB einerseits kein Bili- | 
rubin auf das groBe Molekiil des Serumglobulins tibergeht. Anderey- ; 
seits geht es zwar auf Serumalbumin, aber nicht auf ein anderes 
Albumin, nimlich Ovalbumin. Auch nicht die Albuminnatur des 
Kiweibstoffes ist demnach ausschlaggebend, sondern es muB sich; . 
ledigliich um Serumalbumin handeln. Somit kann wohl an- h 
genommen werden, daB gewisse Gruppen im Molekiil eine be- ‘i 
sondere Affinitit fiir das Bilirubin besitzen. Die Ahnlichkeit in A 
der chemischen Zusammensetzung zwischen Globin und Serum- §& \ 
albumin macht es ja wahrscheinlich, daf das Bilirubin bzw. Por- k 
phyrin an denselben Gruppen in den beiden EiweiBsubstanzen F 
gebunden ist. 4 
Wihrend der experimentellen Arbeit sind uns die Unter- § 
suchungen von Bennhold bekannt geworden. Er behauptet, dah , 
die Eiwei®kérper des Blutes darin ihre vielleicht wichtigste Funktion 
haben, als Transportsubstanzen zu dienen. Er hat besonders das E 
Albumin und Globulin studiert und hat dabei mit der Kata. @ 
phorese nachgewiesen, daf das Bilirubin unter verschiedenen Um- y 
stiinden zusammen mit der Albuminfraktion wandert. Eine Be- " 
stimmung des I.P. konnte aber mit der von ihm angewandten & | 
Apparatur nicht gemacht werden’). Die von Bennholdgewonnenen & ., 
und eigentlich viel zu wenig beriicksichtigten Resultate kénnen 
aber durchaus bestiitigt werden. d 
Ks ist also gezeigt worden, dab das Bilirubin im Blut an 1 
einen hochmolekularen Triger gebunden ist, und daB dieser Triiger r 
immer das Serumalbumin ist. Man gewinnt also den Kindruck, &  ; 
da® freies Bilirubin im Organismus zirkulierend nicht vorkommt. V 
Wie ist es nun mit dem Bilirubin in der Galle? Von seinem & , 
Zustand wissen wir eigentlich sehr wenig. Nur ist seit langem d 
bekannt, daB es gewdhnlich eine prompte direkte Diazoreaktion J ,, 
gibt, was ja als das Charakteristische fiir hepatogenes Bilirubin § j, 
gilt. Fiir die Untersuchung mit der Zentrifuge wurde Galle ver- — x 
wendet, die durch Duodenal-sondierung gewonnen wurde. Es ergab §,, 


'’ Bennhold, Erg. d. inn. Med. u. Kinderheilk. 42, 273 (1932). 
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sich hierbei, daB das Molekulargewicht, das fiir freies Bilirubin 526 
ist, von einer ganz anderen GréBenordnung war (Fig. 2A). Eine 
genaue Angabe des Molekulargewichtes laiBt sich natiirlich nicht 
machen. Somit ware also das Bilirubin auch in der Galle nicht 
frei, sondern an eine hochmolekulare Substanz gebunden. Die 
Natur dieses Traigers laBt sich wohl schwer ermitteln. Die Még- 
lichkeit einer Polymerisierung der Bilirubinmolekiile ist kaum 
wahrscheinlich. 

Fiir das Problem der Steinbildung aus Galle und Harn ist 
die Theorie der Schutzkolloide von groBer Bedeutung gewesen. 
Ks ist bekannt, daB viele Kolloide durch bisher unbekannte Krifte 
hydrophobe Substanzen in Lésung halten kénnen. Dadurch wird 
ja erklart, daB Blut und Harn beziiglich vieler gelister Bestand- 
teile stark iibersattigt sind. Auch fiir die Galle gelten dieselben 
Verhiltnisse. Hier besitzen die Gallensiiuren bekanntlich die 
Kihigkeit, mit anderen Kérpern Additionsverbindungen einzugehen, 
die durch gute Loéslichkeit in Wasser ausgezeichnet sind. An 
eine solche Verbindung des Bilirubins mit einer Gallensiure wire 
deshalb vielleicht in erster Linie zu denken. Nun wissen wir 
aber, daB das Molekulargewicht der Gallensiuren nicht mehr als 
{—500 betriigt. Um eine einfache Bindung von einem Molekiil 
Bilirubin an ein Gallensiuremolekiil kann es sich also nicht 
handeln. Wieland?) hat aber gezeigt, dab komplexe, in ihrer 
Zusammensetzung aber doch konstante Additionsprodukte zwischen 
mehreren Molekiilen Gallensiure und einer Fettsiure vorkommen. 
Dies ist die sogenannte Choleinsiiure, die aus 8 Mol. Desoxychol- 
siure + 1 Mol. Fettsiure besteht. 

In dem hier untersuchten Falle interessiert aber vor allem 
die Tatsache, daB die gefundene Bilirubinverbindung immer noch 
bel einer stark sauren Reaktion in Lésung bleibt, bei der freies 
bilirubin sofort ausgeflockt wire. Dies zeigt somit, daB die Lés- 
lichkeit des Bilirubins durch diese Bindung stark erhéht ist. Die 
Wirkung des ,,Schutzkolloides“* besteht also in diesem Falle in 
einer direkten Vereinigung der Stoffe miteinander, wahrscheinlich 
durch Adsorption. Der Gedanke liegt sehr nahe, dafi die Gallen- 
stein-bildung durch ein Mi8verhaltnis zwischen Bilirubin und dem 
hochmolekularen Traiger ausgelést wird. Da wir die Natur dieses 
Stoffes nicht kennen, bleibt natiirlich die Annahme einer ver- 
minderten Bildung desselben eine reine Hypothese. Wir kennen 


1) Diese Z. 97, 1 (1916). 
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aber einen Zustand, in welchem die ,abnorme Dicke“ der Galle 
als Ursache der sicher vermehrten Steinbildung angesehen wird, 
Das ist der hiimolytische Ikterus. Hier beobachten wir eine sehr 
starke Pleiochromie der Galle mit Bilirubin-zahlen, die das Nor- 
male mehrfach iiberschreiten. Kine relative Zunahme des Bili- 
rubins im Verhiltnis zum ,,Triger“ ist also hier sehr wahrschein- 
lich, besonders zu den Zeiten, in denen eine Blutkrise einsetzt, 


Zusammenfassung. 

1. Ks wird gezeigt, da8 sowohl das direkt mit Diazo-reagenz 
kuppelnde Bilirubin wie das nur indirekt nach Zusatz von Alkohol 
reagierende an Serumalbumin gebunden ist. Der Unterschied der 
beiden Reaktionsarten kann also nicht, wie fast immer behauptet 
wird, in einer Bindung des indirekt kuppelnden Bilirubins an 
KiweiB liegen. 

2. Bei Zusatz von geléstem Bilirubin zu einer Liésung von 
Serumalbumin geht der Farbstoff sofort an das Albumin. In einer 
Lésung von Ovalbumin dagegen bleibt das Bilirubin frei. 

3. Es wird gezeigt, daB das Bilirubin in der Galle in hoch- 
molekularer Form vorhanden ist und daB diese Bindung an einen 
Triger seine Léslichkeit wesentlich verbessert. Somit diirfte einer 
verminderten Bildung des Triigers grobe Bedeutung zukommen 
bei der Entstehung von Gallensteinen. 


Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Rockefeller-Stiftung, 
sowie der Stiftung ,Therése und Johan Anderssons Minne“ 
ausgefiihrt. 

Zuletzt médchten wir auch Herrn Prof. The Svedberg und Herm 
Prof. Gustaf Bergmark unseren Dank sagen fiir ihre bereitwillige Unter 
stiitzung und das anregende Interesse, das sie der Arbeit geschenkt haben. 


Versuche und klinische Tatsachen. 

Fall l. 6jihrige Frau. Friiher mehrere Anfille von Ikterus, der erste 
wahrscheinlich schon 1898. Keine Gelbsucht in der Familie. Patient isi 
sonst gesund gewesen. Kommt in die Poliklinik, weil sie in den letzten 
Wochen gelb geworden ist. Kein Juckreiz, keine Hautblutungen. Zeichen 
einer chronischen Myocarditis. Leber palpabel eine Fingerbreite unterhalb 
des Rippenbogens. Milz nicht sicher palpabel (Adipositas). Réntgenologisch 
wurden Gallensteine und eine bedeutende MilzvergréBerung festgestellt. 
Harn sehr dunkel. Urobilin(Schlesinger) + + Bilirubin (Hammarsten) 
Spuren. Gallensiiuren (Hay) neg. Blut: Hgb. (Sahli) 70, Erythrocyten 3,6 Mill. 
Leukocyten normal, Retikulocyten 73 °/,,.. Osmotische Resistenz: Beginnende 
Hiimolyse bei 0,44°/,, vollstindige bei 0,30°/, NaCi. Meulengracht 4¥7. 
Hijmans y.d. Bergh direkt. Spuren?; indirekt sehr stark. Wassermann 
neg. Die Animie nahm im folgenden Monat zu. Sahli 55; Rote Blut- 
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kirperchen 2,2 Mill. Sehr starke Regeneration mit im Maximum 230°/,, 
Retikulocyten. Allmiihlich besserte sich der Zustand mit Eisen und 2 Monate 
nach dem Krankheitsbeginn war das Hgb 80 und die Zahl der roten Blut- 
kérperchen 2,95 bei nur sehr leicht erhéhtem Blutbilirubin, aber hohen 
Retikulocytenzahlen. Die Bilirubinreaktion im Harn blieb negativ, das 
Urobilin nahm bedeutend ab. Die Kranke wurde in den folgenden Monaten 
mehrfach untersucht. Der Allgemeinzustand war sehr gut. Aniimie kompensiert 
hei bestehender Retikulocytose. Nach dem Gesagten kann es sich nur um 
eine Krise beim erworbenen himolytischen [kterus handeln. 

Eine Serumprobe, wo die direkte Reaktion mit Diazoniumreagens 
negativ war, bei sehr starker indirekter, wurde untersucht. Bilirubin nach 
Meulengracht 55. Verschiedene Verdiinnungen mit 0,17 m-NaCl wurden 


zentrifugiert. 
Tabelle LI. 
1 1 


ay rp ij 1/ 
Serumverdiinnung ls les is 
s,°10%. .... 4,00 4,42 4,23 


Die letztgenannte Probe wurde nach der Refraktionsmethode von Lamm!) 
imtersucht. Die Sedimentationskonstanten fur Himoglobin und Serumalbumin 
liegen bei */,°/,igen Lésungen bei 4,4—4,6-107~'°. Bei 1°/, wiirde man nach 
den Untersuchungen von Mac Farlane?’) einen Wert von etwa 4,1-107'° 
crwarten. 

Elektrophorese. Die Bestimmungen wurden alle in Acetatputter- 
gemischen ausgefiihrt. (0,02 m-Na-Acetat + X m-Kssigsiure.) Die Resultate 
gehen aus folgender Tab. II und aus Fig. 1 hervor. 


Tabelle IL. 


a a ae 4,36 4,46 4,46 4,67 4,75 4,86 5,05 5,38 
Wanderung .... K. K. K. K. — A. A. A. 
ee fF ee ck se SE 5,2 3,3 1,7 0,4 2,1 4,7 


Aus der Fig. 1 geht deutlich hervor, dab die Werte mit den von Pedersen 
und spiter auch von Kekwick fir Pferdeserumalbumin gefundenen gut 
iibereinstimmen (unverdftentlichte Versuche). Der I.P. liegt in der Gegend 
VON py 4,8. 

Fall ll. 64jihriger Mann. Leidet an einem groBen ulzerierenden Magen 
karzinom mit betrichtlicher Animie. Hgb. (Sahli) 50°/,. Rote Blutkérperchen 
5,36. Wiihrend des Krankenhausaufenthaltes zunehmender Ikterus Meulen- 
sracht etwa 25 und héher. Die direkte Diazoreaktion war stark, aber deutlich 
hiphasisch. Harn dunkelbraun. Bilirubin + +. Urobilin (Schlesinger) 
ueg. Urobilinogen (Paradimethylaminobenzaldehyd) neg. oder schwach pos. 
Die Sektion deckte das Vorhandensein eines grofen Magenkarzinoms mit 
Metastasen in Leber und Lymphdriisen auf (u. a. in der Porta hepatis). 

Die Zentrifugierung einer Serumverdiinnung mit 0,2 m-NaCl ergab 
Sy) = 4,26-10—1'%, Eine andere Verdiinnung mit Acetatpuffer von p;, ungefihr 
f ergab s,) = 4,12-107?*. 


') Z. physik. Chem. 138 A, 313 (1928): 143 A, 177 (1929). 
) Biochemie. J. 29, 1177 (1935). 
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Zwei Elektrophoreseversuche ergaben 
Pr 4,47 kathodisch u = 3,4-10~° 
Pu 5,42 anodisch u = 5,4-107°. 

Fall III. 61jéhrige Frau. In den letzten Monaten zunehmende Riicke, 
schmerzen. Seit einigen Tagen Gelbsucht. Starke Gewichtsabnahme. ‘Thi. 
reoidea stark vergréBert, hart, fixiert. Leber vergréBert mit héckerige; 
Oberfliiche. Paraplegie in den Beinen mit herabgesetzter Sensibilitit bis zu 
Nabelhéhe. Blut: keine wesentliche Animie. Bilirubin (Meulengracht) 20. 
Direkte Diazoreaktion stark pos. prompt. Harn porterbraun. Urobilin 
(Schlesinger) pos. Bilirubin (Hammarsten) pos. Gallensiiuren (Hay) pos, 

Nach wenigen Tagen Exitus. Die Sektion zeigte Cancer vesicae fellexe 
mit Lebermetastasen und Metastasen in Lymphdriisen (u. a. porta hepatis, 
in der Schilddriise und in mehreren Wirbelkérpern. 


Bei der Zentrifugierung wurde gefunden 
1 Teil Serum + 4 Teile 0,2 m-NaCl . . . 8s, = 4,10- 107", 
1 Teil Serum + 2 Teile Acetatpuffer py 4 s,) = 3,92+ 107", 


ulektrophorese : 


Pu a ee oe a oe 3,63 4,48 0,09 D,08 
Wanderung. . K. K. A. A. 
O<o0" «a «5 SE 2,9 2,9 4,7. 


FalllV. 70jiéihrige Frau. Seit mehr als einem halben Jahr zunehmender 
[kterus. Keine Schmerzen. Aufgenommen in elendem Zustand, hochgradig 
abgemagert, psychisch unklar. Palpable Resistenz im rechten Hypochondrium 
(Leber? Gallenblase?). Aszites. Fiizes enthalten Urobilin (Schlesinger), 
Harn sehr dunkel. Urobilin (Schlesinger) schwach pos. Bilirubin (Ham 
marsten) pos. Gallensiiuren (Hay) pos. MaBige Aniimie. Blutbilirubin: 
Meulengracht 70. Starke direkte, prompte Diazoreaktion. Exitus unter 
steigender Temperatur nach einigen Tagen. Die Sektion zeigte eine chronische 
Cholecystitis mit Steinen und bedeutender Ektasie der Gallengiinge. 

Auf Grund hohen Bilirubingehaltes wurde das Serum stark verdiinut 
(1 Teil Serum auf 17 Teile 0,2 m-NaCl). Dabei wurde ein Wert von 4,49 - 107 
gefunden, was mit dem Wert 4,5-107'° bei starker Verdiinnung sehr gut 
iibereinstimmt. 

Es wurde ein Versuch gemacht, ob die Gallensiiuren in héherer Konzen- 
tration auf die Verbindung Bilirubin- Albumin spaltend einwirken. Bei Zusatz 
von Natriumtaurocholat wurde in derselben Verdiinnung wie vorher der 
Wert 4,37-107—!8 erhalten. Dabei ist keine Korrektion fiir die Anwesenheit 
des Taurocholats in der Lésung ausgefiihrt und der Wert sollte etwas 
niedriger gefunden werden als ohne Zusatz von Gallensiure. 

Da also keine Beeinflussung der Bilirubin-Albuminverbindung durcli 
Gallensiuren nachzuweisen war, wurde ein Versuch gemacht, Gemische von 
Galle und méglichst bilirubinfreiem Serum zu zentrifugieren. Es wurde 
eine sehr stark bilirubinhaltige Galle (gewonnen mit Duodenalsonde) ver 
wendet. 


1 Teil Galle + 10 Teile Serum + 14 'Tetle 0,2 m-NaCl: s,, = 3,64+107-™. 
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Studien iiber das Bilirubin in Blut und Galle usw. 16] 
1 Teil Galle + 4 Teile Serum + 10 Teile 1 m- NaCl + 35 Teile H,O: 
Soy = 4,28-10-". 


Ein derartiges kiinstliches [kterusserum gibt also dieselben Werte wie 
ein natiirliches. 


Fall V. 40jihrige Frau. Hiimatologisch typische perniziése Aniimie 
mit Himoglobin 25°/, und rote Blutkérperchen 1,19 Millionen. Im Sternal- 
mark reichlich Megaloblasten. Urobilin (Schlesinger) positiv: Urobilinogen 
(Aldehydreaktion) positiv im Harn. Meulengracht 15. Hijmans vy. d. Bergh: 
indirekte Reaktion positiv, direkte negativ. Gute Besserung des Blutbefundes 
mit Campolon. 


hei der Zentrifugierung: 
1 Teil Serum + 1,5 Teile 0,2 m-NaCl: s,, = 3,55-107". 
1 Teil Serum + 3 Teile 0,2 m-NaCl: s,, = 4,31-107". 


Keine Elektrophorese. 
Zuletzt wurde auch der schwach gelb gefiirbte Liquor cerebrospinalis 
nach einer Subarachnoidalblutung untersucht. 


Fall VI. 40jihrige Frau. Akutes Erkranken mit BewuBtseinsverlust, 
Krimpfen und schnarchender Atmung. 

Bei der Aufnahme starke meningeale Reizung. Anfiille von heftigsten 
Kopfschmerzen und einige Male tonische Streckkriimpfe. Bei der Lumbal 
punktion am 4. 4. (24 Stunden nach Einsetzen der Symptome) wurde ein 
blutiger Liquor entleert. Er enthielt geschrumpfte Erythrocyten und teil- 
weise auch normal aussehende solche. Nach der Zentrifugierung war der 
Liquor immer noch schwach gelb gefiirbt. 

Erneuerte Lumbalpunktion am 9. 4. ergab einen makroskopisch 
blutigen, nach Zentrifugierung gelben, klaren Liquor, der kein Hiimoglobin 
spektrum zeigte und keine direkte, nur eine indirekte Diazoreaktion gab. 
Patient ist am 11. 4. unter Zeichen der Atemlihmung gestorben. 

Liquor unverdiinnt in 22 mm Schicht: s,,. = 4,4-107". 

Nach Dialyse unter Druck war der Wert 4,5-107'%. Es war hierbei 
cine Verminderung des Volumens auf '/, eingetreten. 

Eine Elektrophorese konnte aus Mangel an Material nicht ausgefiihrt 
werden. 

Es wurden verschiedene Gallenproben untersucht. 

Die erste Probe stammte von einer 24jiihrigen Kranken, die keine 
Zeichen einer St6rung im Chemismus der Gallenfarbstoffe zeigte. Die Probe 
wurde nach Einfiithrung von 20 ccm 20°/,iger Magnesiumsulfatlésung durch 
die Duodenalsonde gewonnen. 

Es wurde in verschiedenen Verdiinnungen zentrifugiert. 

Die beigegebene Kurve (Fig. 2A) zeigt, daB das Bilirubin deutlich 
sedimentiert. Bei der Elektrophorese wandert das Bilirubin anodisch bei 
Py 5,4 und py, 4,5. Dabei war im ersten Falle u = 15,9-10~° und im letzten 
= 11-10~°. Die Geschwindigkeit war also deutlich vom py abhiingig. 

In einem anderen Falle (28jihriger gesunder Arzt) wurde auch Reflex- 
galle verwendet. Hier war die Reaktion nach Hijmans v. d. Bergh 
prompt und direkt. Auch hier deutliche Sedimentierung des Bilirubins. 
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Ein kiinstliches Gemisch aus Galle und Serum wurde auch untersucl; 
(Fig. 2B). Hierzu wurde ein Normalserum verwendet, das nur eine Spwf 
Bilirubin enthalt. Die Galle war sehr stark bilirubinhaltig. Folgende Wert 
wurden gefunden: 


1 Teil Galle + 10 Teile Serum + 14 Teile 0,2 m-NaCl: 8.) = 3,64-107 


1 Teil Galle + 4 Teile Serum + 10 Teile 1 m-NaCl + 35 Teile H,0 
Soy = 4.28 10 


Der letztgenannte Wert bei starker Verdiinnung stimmt also sehr gy 
mit den Werten bei natiirlichen Ikterusseren iiberein. 

Es wurde weiterhin das Verhalten des Bilirubins zum reinen Serw, 
albumin und Ovalbumin gepriift. : 

13 mg Serumalhumin wurden in 2 cem eines Gemisches aus 1 cem Gall 
und 10 cem Phosphatpuffer vom p,; 6,8 gelést. Bei der Zentrifugierun§ 
wurde 8, = 3,9-107 '* gefunden. 

Auch in einer derartigen kiinstlichen Serumalbuminlésung wird als 
das Bilirubin an EiweiB gebunden. 

Zum Vergleich wurde 14 mg Ovalbumin in demselben gallehaltiga 
Phosphatpuffer gelést. s,, war hierbei etwa 1-10~'*. Dies zeigt eindeutig§ 
da8 héchstens Spuren von Bilirubin gebunden worden waren (s,. = 8,5-10 | 
fiir Ovalbumin). 

SchlieBlich wurden auch Harnproben vom Fall II] untersucht. |: 
zeigte sich hierbei, daB nur tiuBerst wenig von dem gelben Pigment iiberhaup' 
sedimentierte und zwar sehr langsam. Die erhaltenen Werte sind zu klein 
um daraus Schliisse auf das Molekulargewicht zu ziehen. Es kann jedoch 
behauptet werden, daB der Gallenfarbstoff im Harn gréBtenteils in nich 
hochmolekularer Form vorkommt. 
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3,64-107: ‘ . , ‘ . , ‘ 
Teile 0 Gehirn-Sphingomyelin bei Niemann-Pickscher Krankheit. 
4.28 10- Von 

30 sehr gy Caspar Tropp und Bruno Eckardt. 


: (Aus der Medizinischen und Nervenklinik Wiirzburg.) 
len Serum: 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1936. 
.cem Gall 
rifugierung , . rs 

In einer friiheren Arbeit haben wir!) iiber das Vorherrschen 
yon Sphingomyelin unter den Phosphatiden der Milz und Leber 
bei einem Fall von Niemann-Pickscher Krankheit berichtet, die 
mit amaurotischer Idiotie vom Typ Tay-Sachs kombiniert war. 


wird als 


llehaltigen 


eindeutigg : - » ale 

- 8,5-10-§ Die Ergebnisse entsprachen denen, die Klenk?) erstmals bei Milz 
‘und Leber dieser Krankheit erhoben hatte. Vor kurzem stellte 

sucht. Hf nns Herr Prof. Letterer, Dresden, noch 44,8g Gehirntrockensub- 

tiberhaup gtanz zur Verfiigung, so daB wir jetzt in der Lage sind, auch die 

i zu klein |. ,- : . die , ie SORA 

; Gehirnanalyse dieser beiden Fille vergleichen zu kénnen. 
nn jedoch J 


Klenk (a. a.Q.) isolierte aus dem von ihm untersuchten Ge- 
-hirn praktisch reines Stearo-sphingomyelin neben einer noch un- 
bekannten zuckerhaltigen Substanz. Bemerkenswert war weiterhin 
das fast véllige Fehlen der Cerebroside. 


3 in nich 


Aus der Leber und Milz der beiden Fille wurden in 
weitgehender Ubereinstimmung fast gleiche Mengen von Sphingo- 
niyelin gewonnen. Die Ergebnisse der Gehirnuntersuchungen 
unseres Falles wichen jedoch in wesentlichen Punkten ab. Klenk 
isolierte 23,5°/, Rohsphingomyelin, wir nur 13,4°/,. Der wich- 
tigste Unterschied der beiden Untersuchungsreihen ist neben der 
hedeutend geringeren Sphingomyelinmenge, die wir feststellen 
konnten, wohl darin zu sehen, daB wir nach der Verseifung des 
reinen Sphingomyelins, Palmitin-, Lignocerin- und Stearinsiiure 
in einem Verhaltnis von 1:1,5:6 nachweisen konnten. Die Stearin- 
siure herrschte demgemiB bei uns auch vor, war aber nicht 
ullein anwesend. 





Die unbekannte zuckerhaltige Substanz konnte ebenfalls von 
uus mit den von Klenk beschriebenen Kigenschaften in geringer 
‘Menge abgetrennt werden. Die Gehirncerebroside waren auch bei 
unserem Material ganz bedeutend vermindert. 
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Caspar Tropp und Bruno Eckardt, 


Uber die Menge der einzelnen Lipoidbestandteile des GehirnJ 


extraktionsgutes gibt die folgende Tabelle AufschluB: 


44,8 g¢ Gehirntrockenpulver. 














Menge 0, 

in g 0 

Neutralfette und Unverseifbares ... . | 10,7 23,9 
Fettsiuregemisch 6,0 13,4] 
Cholesterin . { 1,9 4,2 | 
Glycerinphosphatide. ......... 5,7 12,7 
Rohsphingomyelin . 5,9 13,4 
Reinsphingomyelin 1,6 3,6 
Rohcerebroside .... . » ae 0,7 1,6 
Unbekannte zuckerhaltige pubnene t ae 0,3 0,7 


Wir weisen besonders darauf hin, daB die Menge der Glycerin. 
phosphatide und des Rohsphingomyelins etwa gleichgroB sind 
Die spezifische Drehung des Gehirnsphingomyelins betri 


+ 6,98° (Klenk + 7,10°). 


Bei der wedtgehenden Ubereinstimmung der Untersuchungs! 


ergebnisse von Milz und Leber der beiden Falle Niemann. 
Pickscher Krankheit bedingt vielleicht die Tay-& 


ponente, die allein durch den Grad der Gehirnveriinderunge: 
gegeben ist, die Verschiedenartigkeit der chemischen Gehirm:- 
befunde. Der histopathologischen Analyse wird ganz besonder| 


Bedeutung beizumessen sein. 


Die Aufarbeitung des Gehirnmateriaies erfolgte im wesentlichen nac 
dem von Klenk (a.a.0.) beschriebenen Verfahren. Zur Extraktion gelangt 
44,8 g Gehirntrockenpulver, das durch Ausstreichen von frischem Gehin 
auf Glasplatten und Trocknen bei 87° erhalten wurde. 
mérser staubfein zerriebene Gehirnpulver wurde mit Glasperlen vermisch' 
und nacheinander einer erschépfenden Ather-, Aceton- und Methylalkoho- 
Chloroform-Extraktion unterzogen. Das durch Aceton erhaltene Extraktions 
material war sehr hellfarbig und zeigte nur eine hellgelbliche Ténung 
Es wurde gesondert weiterbehandelt, da sich eine Reinigung mit Cadmium: 
acetat als iiberfliissig erwies. 
nach einmaligem Umkrystallisieren aus Pyridin eine Menge von 2,5+2\ 
+1,6=5,9g. Die Molischsche Reaktion war bei dem aus Aceton erhaltene: 
Material schwach positiv, wiihrend die beiden anderen Produkte eine seli' 
stark positive Reaktion ergaben. Die Reinigung wurde nach Abtrennung 


der groben fiirbenden Verunreinigungen im Cadmiumacetatverfahren und 
anschlieBender mehrmaliger Pyridinumkrystallisation so lange fortgesetzt. 

bis ein einheitliches weiBes Produkt erhalten wurde, in dem “jedoch imme?| 
zuckerhaltige Beimengungen 


noch nachweisbar blieben. Diese wurde) 


Sachssche Kom} 


Das im Achat} 


Das Sphingomyelin der drei Chargen erga} 
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nach Auflésung des Sphingomyelins in einem Gemisch von 5 Teilen Benzin 


und einem Teil 96°/,igem Alkohol durch vorsichtige Zugabe von Alkohol 
ausgefillt (unbekannte zuckerhaltige Substanz 480 mg). Das Sphingomyelin 
fiel aus der stark eingeengten Alkohollésung durch Aceton. Nach noch- 
maligem Umkrystallisieren aus Pyridin wurden insgesamt 1,6 g reines, 
yuckerfreies Sphingomyelin erhalten. Molisch vollig negativ. Schmelz 
punkt 205° unter brauner Zersetzung. 


Zur Analyse wurde bei 70—80° iiber P,O; im Hochvakuum getrocknet. 


4,747 mg Subst.: 11,330 mg CO,, 4,750 mg H,0O. 3,603 mg Subst.: 
0.112 eem N, (26 °,739 mm). 15,933 mg Subst.: 40,760 mg Ammonium- 
phosphormolybdat. 

Lignoceryl-Sphingomyelin C,,H,,N,PO, (832,84). 

Ber. C 67,82 H 11,72 N 3,36 P 3,78. 


Stearyl-Sphingomyelin C,,H,;N,PO, (748,74). 


Ber. C 65,71 H 11,44 N 38,78 P 4,15 
Palmityl-Sphingomyelin C,,H,,N,PO, (720,71). 

Ber. C 64,96 H 11,19 N 3,86 P 4,31 

Gef. ,,, 65,25 », 11,20 5» 8,45 «Se 


PsN = 1:3,06. 


Spezifische Drehung: 0,3293 g Sphingomyelin wurden in 20 cem 
Chloroform : Methylalkohol (1:1) aufgelést und im 2 dm- Rohr polarisiert. 


e = 0,3298 ¢ + 0,23" 
0,23 
@)20° — : 6,98" 
‘D 0,03298 sie 


Verseifung des Sphingomyelin. 900 mg Sphingomyelin werden mit 
\0 cem 10°/, iger methylalkoholischer Schwefelsiiure 5 Stunden auf dem 
Wasserbad verseift. Wiihrend des Abkiihlens bei Zimmertemperatur fielen 
bereits geringe Mengen eines feinblittrigen Krystallbreies aus. Wegen der 
zu geringen Menge wurde auf die Isolierung verzichtet. Nach Verdiinnen 
der Verseifungslésung mit Wasser wurden die gesamten Ester mit Petrol 
‘ither ausgeschiittelt, getrocknet, eingedampft und einer fraktionierten Hoch 
vakuumdestillation unterworfen. 

















Innentemperatur Druck Menge Schmelzp. 
i mm mg . 
|. Fraktion 123—125 0,01 70 31 
2. Fraktion 125—136— 140 0,01 210 37—38 
3. Fraktion iiber 140 0,01 80 54 


(Vom Thermometer und Ansatzrohr abgelést!) 


| 45 


|. Fraktion | Riiekstand braun | 
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Die erste Fraktion wurde verseift, die freie Fettsiiure zeigte cing 
Schmelzpunkt von 58°. Nach Umkrystallisieren aus Aceton stieg der Schmel; 
punkt auf 59,5°. Der Mischschmelzpunkt mit reiner Palmitinsiiure (63°) ¢. 
gab 61°. Gesamtausbeute 40 mg. 

38,0 mg Subst.: 1,50 cem n/10-alkoholischer Kalilauge. Palmitip. 
siure. Mol.-Gew. Gef. 253,3 Ber. 256. 

Bei der Verseifung der zweiten Fraktion wurde eine freie Siure i; 


dem Schmelzpunkt von 69° erhalten, die sich im Mischschmelzpunkt mj 


Stearinsiure (69°) nicht veriinderte. Gesamtausbeute 155 mg. 

154,8 mg Subst.: 5,5 eem n/10-alkoholischer Kalilauge. Stearinsiiur 
Mol.- Gew. Get. 281,4 Ber. 284. 

Die dritte Fraktion wurde mit dem aus dem Kolben gelisten Riick 
stand vereinigt und verseift. Es wurde eine Fettsiiure vom Schmelzp. 64 
erhalten, die nach 4maligem Umkrystallisieren aus Aceton auf 69° anstieg 
Sie wurde erneut verestert, als Ester umkrystallisiert und erreichte dam 
als Ester den Schmelzpunkt von 58° Nach der anschlieBenden Verseifung 
betrug der Schmelzpunkt der freien Siiure 79°. Der Mischschmelzpunkt mii 
reiner Lignocerinsiure (80°) ergab 79°. Gesamtbeute 63 mg. 

10,2 mg Subst.: 0,28 ecm n/i0-alkoholischer Kalilauge. Lignocerin 
siiure. Mol.-Gew. Gef. 364,3 Ber. 368. 

Aus den Mutterlaugenriickstiinden der Palmitin- und Stearinsiurefraktion 
konnte noch eine freie Siiure vom Schmelzp. 59° in einer Menge von 110 m 
isoliert werden. Sie gab mit Palmitinsiiure einen Mischschmelzpunkt von 
56°, mit Stearinsiure einen solchen von 63°. Daraus ergibt sich ein 
Mischung von 40°/, Palmitin- mit 60°/, Stearinsiiure. 

Das Verhiiltnis der drei isolierten reinen Fettsiiuren ist 40: 63: 155 mg 
= 1:1,5:6 (Palmitin-, Lignocerin- und Stearinsiiure). 


Glycerinphosphatide. Die drei Extraktionsmutterlaugen, von denen 
die Protagonfraktion abgetrennt worden war, wurden auf dem Wasser)bai 
auf ein kleines Volumen eingeengt und in Aceton eingeriihrt. Es schied 
sich eine dunkelbraune schmierige Masse ab, die nach dem Trocknen 5,’ 
(Rohglycerinphosphatide) wog. Sie wurde mehrmals in Ather gelést unt 
wiederum in Aceton ausgefiillt bis in Ather schnelle und vdllige Liésung 
eintrat. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum iiber P,O, bei 70—80° getrocknet 


28,63 (32,55) mg Subst.: 63,13 (71,03) mg Phosphorammoniummoly)- 
dat. — 22,44 (21,47) mg Subst.: 2,3 (2,2) cem n/100-H,SO,. 


3,2 (3,17) %/, P 1,48 (1,45) °/, N 
P:N=1:1 


Fette und Unverseifbares. Die ersten Acetonmutterlaugen, von dene! 
die Glycerinphosphatide abgetrennt wurden, ergaben nach dem villigen 
Eindampfen 10,68 g. Die gesamte Menge w urde wiihrend 3 Stunden mit 
50 cem 3 n- methylalkoholischer Kalilauge verseift. Nach dem Abkiihlen 
wurde das Unverseifbare mit Petroliither ausgeschiittelt. Nach Trocknen 
und Verdampfen des Petrolithers wurde nach lmaligem Umkrystallisieren 


aus Alkohol 1,9 g Cholesterin gewonnen. Aus den Seifen wurden 6 ¢ freit 


Fettsiuren erhalten, auf deren Charakterisierung verzichtet wurde. 
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Gehirn-Sphingomyvelin bei Niemann-Pickscher Krankheit. 67 
oO . ‘ 


Unbekannte zuckerhaltige Substanz. Die bei der Reinigung des 
Sphingomyelins durch Alkoholfillung abgetrennte zuckerhaltige Substanz 
wog 480 mg. Sie wurde nochmals in wenig Lésungsmittel gelést und aber- 
mals mit Alkohol gefillt. 300 mg. Aus der Mutterlauge konnten beim Ein- 
dampfen noch 170mg einer weiben, stark phosphorhaltigen Substanz (Sphingo- 
myelin) gewonnen werden. Die zuckerhaltige Substanz léste sich wie das 
Klenksche Priiparat in Wasser klar auf und gab ebenfalls mit Orcin und 
eisenchloridhaltiger HC] beim Kochen intensive Rotfirbung. Wegen Material- 
mangel konnten keine weiteren Untersuchungen vorgenommen werden. 


Cerebroside. Aus den Pyridinmutterlaugen, in denen die Cerebroside 
gelist bleiben, wurden durch Kinengen und Fiillen mit Aceton 0,7 g Rob- 
cerebroside mit starker Zuckerreaktion erhalten. Durch Umkrystallisieren aus 
Methylalkohol und Reinigen iiber das Cadmiumacetatverfahren verblieben nur 
i10 mg eines immer noch briunlich gefiirbten Priiparates. Molischsche 
und Orein- Reaktion typisch und stark positiv. Eine Weiterverarbeitung 
der geringen Menge erschien nicht lohnend. 


Der eine von uns (Eckardt) dankt der 1. G. Farbenindustrie A.-G. 
vielmals fiir das durch die Justus Liebig-Stiftung gewihrte Stipendium. 
Schrifttum. 


1. Diese Z. 243, 38 (1936). 
2. Diese Z. 229, 151 (1934); 235, 24 (1935). 
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Uber das Provitamin aus dem Sterin der Schweineschwarte 
Von 


A. Windaus und F, Boek. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaitslaboratorium in Gottingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1936.) 


Um fir die Isolierung des Provitamins aus den Sterinen vor 
Siugetieren ein passendes Ausgangsmaterial zu finden, unter- 
suchten wir systematisch die Sterine der inneren Organe einiger 
Siugetiere auf ihren Gehalt an Provitamin. Der jeweilige Prozent- 
gehalt wurde aus dem Messungsergebnis der Ultraviolettabsorption 
errechnet. 


Rinderhirn . . . . 0,016 °), Kuhmilz .... . 0,045 °, 
Kalbslunge . . . . 0,025 ,, Kalbsbries . . .. 0,07 _,, 
Kalbsherz ... . 0,032 ,, Kuhplacenta ... 0,18 ,, 
Rehhirn .... . 0,033 ,, Rinderpankreas . . 0,18 ,, 


Die an Provitamin reichsten Organe wie Placenta und Pankreas 
kommen als Ausgangsmaterial nicht in Betracht, weil es viel zu 
kostspielig gewesen wire, die zur [solierung des Provitamins not- 
wendigen Mengen zu beschaffen. Wir untersuchten daraufhin 
die Sterine aus der Haut von Siugetieren auf ihren Provitamin- 
gehalt; wir vermuteten hier eine Anreicherung an Provitamin, 
weil ja die Haut die Bildungsstitte des antirachitischen Vitamins 
bei der Sonnenbestrahlung ist. Schon im Jahre 1930 haben 
Hentschel und Schindel') Angaben iiber den Provitamingehalt 
des Sterins aus der Haut des Siuglings und des Erwachsenen 
gemacht und geben ihn mit 0,15°/, bzw. 0,42°/, an. Wir sind 
zu folgenden Ergebnissen gekommen. 


BOER he we ew se BOY, 

Bette ws wt ew  » OB 

Kalbshaut. ...... . 0,68 

Miusehaut. ....... 0,87 

Wildschweinhaut. . ... 1,60 

BRatteebeat. ....... 44,41, 286°, 
Schweinehaut ...... 2,9, 4,64, 5,08, 5,9 °/, 


) Klin. Wsehr. 9, 262 (1930). 
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Uber das Provitamin aus dem Sterin der Schweineschwarte. 169 


Am reichsten an Provitamin erwies sich also die Schweine- 
schwarte!), Auf unsere Bitte hin wurde von der chemischen 
Fabrik E. Merck das Sterin aus 100 kg Schweineschwarten dar- 
sestellt. Die Ausbeute betrug 30 g Rohsterin mit 4°/, Pro- 
yitamin?). Durch Adsorption an Aluminiumoxyd und fraktionierte 
Elution nach den Angaben von O. Stange’) konnte das Provitamin 
jsoliert werden 4). 





Filtrat Steringehalt Provitamingehalt 
im Filtrat im Rohsterin 

Liter g " 

10 4,3 

$ 10,92 0,1 

1 6,60 0,51 

0,5 3,23 1,3 

0,5 2,42 8,7 

0,5 1,73 17,8 

0,5 0,73 71,0 








Das am leichtesten eluierbare Material enthielt vor allem 
Cholesterin. Das Cholesterin (2 g) lieB sich mit Natriumhypo- 
bromit-lésung nach der Vorschrift von A. Rosenbach®) leicht in 
Dielssiure tiberfiihren. Zur weiteren Identifizierung wurde das 
Jsobutyrat des Cholesterins dargestellt, das bei 127° schmolz und 
mit Cholesteryl-isobutyrat keine Schmelzpunktsdepression gab. 


69,0 mg Subst., 2 cem Chloroform, / = 1 dm, 


ap =— 1,27; [lp =— 36,9°. 


') Bei der Durchsicht der Literatur sind wir an eine Angabe yon 
Rosenheim und Webster erinnert worden, nach welcher im Roh-chole- 
sterin aus Schweinehaut mehr Provitamin vorhanden ist als im Roh-chole- 
sterin aus Gehirn. Lancet 1927, II, 622. 

*) Bei Versuchen mit kleinen Mengen erhielten wir aus 1 kg Schweine- 
schwarte 0,58 g Roh-cholesterin mit 5,4 °/, Provitamin, aus 1 kg der beim 
Entborsten der Schweinehaut abfallenden Borsten (einschlieBlich Epithel- 
teilen) erhielten wir 3,01 g Roh-cholesterin mit 4,2°/, Provitamin. Die Borsten 
enthalten also viel mehr Cholesterin als die Schwarte, aber dieses ist etwas 
provitamin-iirmer. 

*) Diese Z. 244, 218 (1936). 

‘) Inzwischen ist eine Arbeit von Boer, Reerink, van Wyk und 
Van Niekerk erschienen; sie beschreiben die Isolierung des 7-Dehydro- 
cholesterins aus einem Sterin, dessen Herkunft nicht angegeben ist. Konink- 
lyke Akademie van Wetenschappen te Amsterdam, Proceedings 59, Nr. 5 
(1936), 

) Dissertation, Géttingen 1922. 


“uoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLY. 
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Die letzte Fraktion enthielt 0,73 g Sterin mit einem Pro. 
vitamingehalt von 71,0°/,. Dieses Sterin wurde nochmals jy 
einer kleinen Siule adsorbiert und lieferte 0,379 g Sterin mi; 
91°/, Provitamin. Die weniger stark angereicherten Fraktioney 
wurden vereinigt und nochmals adsorbiert und eluiert. 

Zur Identifizierung des Provitamins wurden 0,150 ¢ de 
91 °/,igen Materials mit Pyridin und 3,5-Dinitro-benzoylchlori( 
in das 3,5-Dinitro-benzoat iibergefiihrt, das nach 4 maligem Un. 
krystallisieren aus Chloroform—Aceton bei 214° unter Zers. schmolz, 

Analyse (Dr. Schoeller): 

5,053 mg Subst.: 13,060 mg CO,, 3,620 mg H,0O. 

7-Dehydrocholesteryl-dinitrobenzoat 
Cy,H,,O.N, Ber. C 170,54 H 8,02. 


Ergosteryl-dinitrobenzoat 


C,;HigO.Ne Ber. C 71,14 H 7,85 
Gef. ,, 70,48 » OR 


Das Dinitrobenzoat wurde verseift. Das freie Provitamin, 
das ohne weitere Reinigung bei 138° schmolz, wurde sofort mit 
Pyridin und Essigsiure-anhydrid acetyliert. Der Schmelzpunk 


des Acetats lag konstant bei 130°, es gab mit dem aus Chole-§ 


sterin dargestellten 7-Dehydro-cholesteryl-acetat keine Schmel:- 
punktsdepression. 


13,0 mg Subst., 2 cem Benzol, / = 1 dm, 
ip =— 0,40 0. la}p =— 84,9". 


13,2 mg Subst., 2cem Benzin, / = 1 dm, 
ap =— 0,56°; [aly =— 61,5°. 
5,822 mg Subst.: 15,935 mg CO,, 5,190 mg H,0O. 
7-Dehydro-cholesteryl-acetat 


C,5H,.02 Ber. C 81,62 H 10,88. 
Ergosteryl-acetat 

Cro ,9 Ber. C 82,12 H 10,58 

Gef. ,, 81,65 » 10,91. 


Wie die physikalischen Konstanten und die ausgezeichue! 


stimmenden Analysen beweisen, besteht das Provitamin de 


Schweineschwarte erwartungsgemiB aus 7-Dehydro-cholesterin. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der Che f- 
mischen Fabrik E. Merck, Darmstadt und der I.G. Farben-f 


industrie A.-G., Werk Elberfeld, sprechen wir fiir die Férde- 
rung unserer Arbeiten den besten Dank aus. 
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i-Inosit in Bliiten der roten Rose. 


26. Mitteilung iiber Pyreniumverbindungen’). 
Von 


W. Dilthey, W. Schommer, J. Thewalt und Senta Henkels. 


(Aus der Organischen Abteilung des Chemischen Instituts der Universitit Bonn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Dezember 1936.) 


Vor einigen Jahren wurde natiirliches Cyanin benétigt und 
aus roten Rosen nach bekanntem Verfahren?) dargestellt. Die 
teilweise noch geschlossenen, StaubgefiBe usw. enthaltenden, aber 
recht farbstarken bliiten von Rosa gallica rubra waren durch die 
Firma E.Merck, Darmstadt, bezogen worden. Ihr 2°/, iger Methanol— 
Salzsiure-Auszug wurde mit Ather gefillt. Dabei wurde zuniichst 
bemerkt, daB erhebliche Mengen (Quercetin im Filtrat blieben. 
Dessen Aufarbeitung geschah so, daB die Ather—Methanol-Lésung 
3-mal mit Wasser ausgeschiittelt, der Ather nach Trocknen iiber 
CaCl, abgedampft und der Riickstand in Aceton aufgenommen 
wurde. Versetzt man diese Liésung nach dem ‘Trocknen mit 
viel Benzol, so hat sich bis zum nichsten Tage das Quercetin 
fast vollstiindig abgeschieden, wihrend die Begleitstoffe (Fette, 
Wachse u. a.) in Lésung blieben. Ausbeute an Rohprodukt 15,3 g 


' aus 1 kg Rosenbliiten. Nach wiederholtem Umlésen aus Methanol 


und Wasser erhielt man 10,2 g reines, krystallines Quercetin, 


das entsprechend den Angaben von N. Waljaschko’) 10,1°/, 
| Wasser enthielt. Es wurde mit kiuflichem Quercetin (Schmelz- 


punkt 300°) gleich gefunden. Zur Sicherheit wurde es nach Wal- 


_jaschko in das Penta-acetylderivat iibergefiihrt und durch Schmelz- 


punkt und Mischschmelzpunkt (192—193°) mit Penta-acetyl- 
quercetin aus kiuflichem Quercetin gleichgestellt. 

Hierdurch wurde eine damals erschienene Mitteilung von 
P. Karrer und K. Schwarz‘), die nach anderer Aufarbeitung 


') 25. Mitt. Ber. chem. Ges. 69, 1575 (1936). 

*) R. Willstaétter und Th. J. Nolan, Liebigs Ann. 408, 1 (1914). 
*) Arch. Pharmaz. 242, 234 (1904). 

‘) Helvet. chim. Acta. 11, 916 (1928). 





172 W. Dilthey, W.Schommer, J. Thewalt und Senta Henkel; 


ebenfalls Quercetin in roten Rosen nachwiesen, bestiitigt. Aller. 
dings meinen die genannten Autoren, das Quercetin sei in der 
Rose sehr wahrscheinlich als Glucosid vorhanden, das bei ihre; 
Aufarbeitung mit starker Schwefelsiiure dann wohl verseift wordey 
wire. Der von uns mit 2°/, igem methylalkoholischem Chlorwasser. 
stoff bei Zimmertemperatur gewonnene gelbe Farbstoff war abe 
kein Glucosid, sondern Quercetin selbst, so daB die Wahrschein. 
lichkeit mehr fiir das Vorliegen freien Quercetins in den Bliiter 
spricht, es sei denn, daB es einen sehr leicht abspaltbaren Zucker. 
rest besitzt. Vielleicht ist Quercetin auch in beiden Formen vor. 
handen, denn die von uns gewonnene Quercetinmenge ist zwar 
im Vergleich mit der Cyaninmenge schon sehr bedeutend, sie erreichi 
aber lange nicht die von Karrer angedeuteten Ausbeuten. &; 
fanden sich aber Anzeichen von Quercetin auch im Ather-Wasch: 
wasser vor, so daf von uns vielleicht nur das als Aglucon vor. 
liegende Quercetin erfaBt wurde. 

Die durch Ather ausgefiillte zithe, rote Masse wurde dam 
durch Zusatz von Hisessig und Stehenlassen iiber Nacht in filtrier. 
bare Form gebracht. Erhalten wurde bei mehreren Versuchen 
aus 1 kg Rosenbliiten 20—23 g eines veilroten, teilweise krystallinen 
Rohcyanins, das mit Wasser und 3°/,igem Athylalkohol in der 
Hitze in Cyanin tibergefiihrt wurde, dabei ergab sich eine Ausbeute 
von nur 5—6,2 ¢ an reinem, krystallinem Cyanin. Die Aufarbeitung 
der wiBrigen Mutterlauge erfolgte zunichst durch freiwilliges Ab- 
dunsten der Fliissigkeit auf ein kleines Volumen und Versetzen 
der noch stark roten Fliissigkeit mit viel Methanol. Die dabei 
auffallende noch rot gefiirbte Krystallmasse wurde in _heifen 
Wasser aufgenommen, mit wenig Ammoniak versetzt und aus der 
von Ausgeflocktem befreiten klaren Lisung mit der 5—6 facher 





Menge Methanol farblose Krystalle gefallt, die nach mehrmaligen 
Umkrystallisieren aus Wasser und Methanol bei 222° schmolzen 
Ausbeute 3,8 —4,2 g. Die Krystalle haben siiBen Geschmack unt 


sind in Wasser leicht, in organischen Lésungsmitteln jedoch unt 


léslich. 

Die bis hierher mitgeteilten Versuchsergebnisse wurden vol 
W.Schommer ermittelt. Die weitere Untersuchung itibernahm nac! 
langerer Pause 1935 J. The walt, der zunichst alle Schommerschet 
Versuche bestiitigte und dann zur Aufklirung desSiiBstoffes schritt 


Zuniichst die Analyse: 0,1207 g Substanz gaben 0,1764 g¢ CQO, unt 
0,0735 g H,O. Hieraus berechnet sich ein Atomverhiiltnis C:H:O = 1:2:! 
Die gefundenen Prozente C 39,87, H 6,81 stimmen auf die Formel C,H,.0; 
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fiir die sich berechnet C 40,0, H 6,67°/,. Ein Zucker konnte aber nicht vor- 
liegen, denn es war, abgesehen vom hohen Schmelzpunkt, keine optische 
Drehung feststelibar, die auch nach vierstiindigem Kochen mit 25°), iger 
Schwefelsiure nicht auftrat. Auf der anderen Seite waren die Vorproben 
auf i-Inosit nach Scherer, Gallois und Fick positiv'). Die genaue 
Gleichstellung geschah dann durch Uberfiihrung in das Hexaacetat nach 
Maquenne’). Dieses wurde aus Alkohol in fettig gliinzenden, bei 213° 
schmelzenden Blittchen erhalten. Die Mischprobe mit einem aus kiuflichem 
i-Inosit hergestellten, ebenfalls bei 213° schmelzenden Hexaacetat ergab 
keine Schmelzpunktserniedrigung. 

Dies war auch bei den freien Inositen nicht der Fall, so 
daB iiber das Vorliegen von inaktivem, nicht spaltbarem Inosit 
Phaseomannit) kein Zweifel sein kann. 

Ks bheb nun zu ermitteln, ob i-Inosit in den Rosenbliiten 
frei vorkommt oder in irgendeiner gebundenen Form. Der Dar- 
stellungsgang lief letzteres als sehr wahrscheinlich erscheinen. 
Denn i-Inosit ist in Methylalkohol (auch 2°/, HCl enthaltendem) 
ginzlich unléslich. Sogar in 80°/,igem wibrigen Methanol lést 
er sich nicht. Er wird aber aus den Rosenbliiten mit Methanol 
leicht und anscheinend quantitativ ausgelaugt, denn bei einem 
nachtriglich hergestellten wiBrigen Auszug des Bliitenriickstandes 
konnte kein Inosit mehr gefunden werden. 

Die Priifung der Frage, ob der Inosit vielleicht in irgendeiner Form 
an die Farbstofimolekel gebunden sei, titbernahm Senta Henkels. 

Es wurden nochmals 600 g Rosenbliiten in der beschriebenen Weise 
mit Methanol-HCl (2°/,) ausgelaugt, 7 Liter Filtrat mit 12 Liter Ather gef allt, 
der Niederschlag mit Eisessig in filtrierbare Form gebracht, alles bei Zimmer- 
temperatur. Erhalten wurden 11 g einer teilweise krystallinen, violettroten 
Masse. Abweichend von dem bisherigen Verfahren wurde diese nun nochmals 
mit 0,5°/,igem Methanol-HCl ausgelaugt, wobei zur fast vollstiindigen Lésung 
des Farbstoffs 1 Liter Methanol benétigt wurde. Der nicht geléste, nur 
noch schwach rot gefiirbte Anteil betrug 3g. Er wurde in Wasser auf- 
genommen, mit wenig Ammoniak versetzt, auf dem Wasserbad bis zum Ver- 
schwinden der Blaufiirbung erhitzt, mit Tierkohle weiter gereinigt und das 
klare Filtrat mit dem vierfachen Volumen Methanol versetzt. Am nichsten 
Tage hatten sich prichtige farblose Krystalle abgeschieden, die den Schmelz- 
punkt 223° hatten und reinen i-Inosit darstellten. Die nach Aufarbeiten 
der Mutterlauge erhaltene Gesamtausbeute betrug 2,2 g. 

Die rote Methanollésung wurde wieder mit Ather gefillt und das 
Varbsalz dann mit wenig Wasser ausgesogen. Nachdem aus dieser noch 
stark roten wiéBrigen Lésung das Cyanin mit 3°/,iger ithylalkoholischer 
Salzsiiure ausgefillt worden war, ergab das Filtrat beim Versetzen mit der 
vierfachen Menge Methanol zwar einen farblosen krystallinen Niederschlag, 
der aber reines Kaliumchlorid war, das keinen Inosit enthielt. 


1) Vgl. Beilstein, 4. Aufl., Bd. 6, S. 1196. 
*) Ann. chim. et phis. (6), 12 571. 
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Somit ist gezeigt, dai Farbstoff und Inosit in keiner irgen; 
stabilen Verbindung miteinander in Beziehung treten. 

Wenn fiir die Auflésung der 2,8 g i-Inosit nicht die grofe 
Menge Methanol (7 Liter) verantwortlich sind, miBte er in eine 
noch unbekannten Form im Methanol léslich werden. Auch be 
diesem Versuch konnte in dem Bliitenriickstand kein Inosit mehr 
aufgefunden werden. 

Zur Beurteilung der pflanzenphysiologischen Bedeutung de 
Vorkommens von Inosit in anthocyanhaltigen Bliiten wiire noch 
zu untersuchen, ob Inosit auch in den Rosenblittern aufgebliihter 
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Rosen vorkommt. 


Zusammenfassung. 
Das Vorkommen von i-Inosit in Bliiten von Rosa gallica rubra 
wird nachgewiesen. 
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‘ee Uber das Vorkommen von Pflanzensterinen in Kréten. 

oh De) 

Von 
me i - 
Rudolf Hiittel und Hans Behringer’). 

yr lec 

5 des {ys dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften, Miinchen.> 
noch (Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1936.) 

lithter 


Hi. Faust’) hat im Jahre 1902 aus dem alkoholischen Extrakt 
der Hiute der einheimischen Kréte (Bufo vulgaris) einen Stoft 
rubraf’ vom NSchmelzp. 152° isoliert, den er Bufonin nannte und den er 
neben dem von ihm gleichfalls isolierten Bufotalin als einen 
Triger der Giftwirkung des Krétensekrets ansah. G. Bertrand?®) 
konnte dann nachweisen, daB das Bufonin mit etwas Bufotalin 
verunreinigtes Cholesterin war. K. K. Chen, H. Jensen und 
\. L. Chen‘) haben dann bei fast allen von ihnen untersuchten 
Krétenarten im Sekret ein Sterin gefunden, das sie als Chole- 
sterin (a cholesterol“) bezeichneten. 

im Laufe unserer Untersuchungen iiber die Giftstotte von 
juio vulgaris®) erhielten wir aus den petrolitherléslichen Frak- 
tionen ebenfalls ein Sterin, das sich aber bei niherer Priifung 
als Phytosterin, im wesentlichen wohl y-Sitosterin, erwies. Den 
beweis hierfiir erbringen wir im Versuchsteil durch Vergleich 
er Eigenschaften der freien Sterine und einiger Derivate {Schmelz- 
punkte, Drehungen und Molekulargewichtsbestimmungen nach 
Vesterberg®) und Sandqvist4]. Das Pflanzensterin liegt im 
Giltsekret frei von Cholesterin und gréBtenteils unverestert vor. 
ts besitzt keine meBbare Absorption zwischen 230 und 290 mu, 
enthalt also kein Provitamin D in nachweisbarer Menge (Messung 





') R. Hiittel, Aus der Dissertation Miinchen. H. Behringer, Aus 
Dissertation Miinchen. 

) Arch. f. exp. Path. 47, 278 (1902). 

' C. r. Acad. Sci. 135, 49 (1902). 

‘) J. of Pharmacol. 47, 307 (1933); 49, 1, 26 (1983). 

>) H. Wieland, G. Hesse u. R. Hiittel, Liebigs Ann. 524, 203 


O36 " 


Arkiv Kemi, Mineral., Geol. 9, Nr. 27, 1 (1926). 
Ber. chem. Ges. 63, 1935 (1930); 64, 2167 (1931). 
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von Fr]. Dr. F. Pruckner). Dagegen finden K. K. Chen, H. Jensey 
und A. L. Chen’) im Rohsterin aus Bufo-vulgaris-Sekret 4,7°/ 
..Ergosterin“. | 

Wir untersuchten auch die Sterine aus den Extrakten de 
ganzen Haute von Kréiten und zwar der Arten B. vulgaris 
B. vulgaris formosus (Ostasien) und B. arenarum (Siidamerika| 
Auch hier lieBen die Schmelzpunkte der rohen Acetate, di: 
zwischen 120 und 125° lagen, einen Gehalt an Phytosterin ver. 
muten. Da nach unseren Vorversuchen eine Trennung auf chro. 
matographischem Wege wenig aussichtsreich erschien, haben wir 
das Steringemisch iiber die bromierten Acetate getrennt®). Dies: 
Methode wurde auch von W. Bergmann”) zur Aufteilung de; 
.Bombicesterins* (aus dem Seidenraupendl) in Cholesterin und 
Sitosterin benutzt. Neben grofen Mengen Cholesterin (80—95"), 
erhielten wir aus dem Hautsterin das gleiche Phytosterin wie 
aus dem Sekret. Dieses war zu erwarten, da die Hiute sowoll 
die groBen Parotiden als auch die kleinen Riickendriisen noch 
enthalten hatten. Das eigentliche Kérpersterin der Kroéten scheini 
demnach Cholesterin zu sein, jedoch findet sich in den Gift 
driisen der Haut Phytosterin. 

Dies ist unseres Wissens der erste Fall, daB im Organismu: 
eines Wirbeltieres ein pfianzliches Sterin aufgefunden werde: 
konnte. Aus den Versuchen besonders von Schénheimer. 
ferner von Windaus, Dam u. a.!%), die allerdings nur an Siiuge- 
tieren und Végeln durchgefiihrt wurden, wurde geschlossen, dat 
der Organismus des Wirbeltieres nicht imstande ist, mit de 
Nahrung zugefiihrte Phytosterine zu resorbieren bzw. zu spei- 





chern. Unser Befund wirft erneut die Frage nach der Herkunfif 


des Phytosterins auf. Kann die Kroéte, als Wirbeltier — in 
Gegensatz zum Siugetier — Phytosterine aus der Nahrung resor- 
bieren oder synthetisiert sie diese im Organismus? Jedenfall: 
muB die bisherige Meinung, daB das Cholesterin das ausschliel- 
liche Sterin der Wirbeltiere sei?*), fallen gelassen werden. 


8) J. of Pharmacol. 47, 307 (1933). 

%) Chemikerzeitung 30, 1011 (1906); vgl. A. Windaus u. A. Hauth, 
Ber. chem. Ges. 39, 4378 (1906). 

1%) J. of Biol. Chem. 107, 527 (1984). 

11) R. Schénheimer ce. s., Diese Z. 180, 1 (1929); A. Windaus, Arc! 
Pharmaz. 246, 121 (1908), FuBnote; H. Dam u. U. Starup, Biochem. Z. 274. 
117 (1984); 278, 342 (1935). 

12) Lettré-Inhoffen, Uber Sterine, Gallensiiuren und verwandt 
Naturstoffe, Stuttgart 1936, S. 109. 
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Wahrscheinlich steht das Vorkommen von Pflanzensterin mit der 
Stellung der Kréte am unteren Ende der Wirbeltierreihe in Zu- 
sammenhang; denn noch niedriger organisierte Tiere, z. B. die 
Seidenraupe?!®), vielleicht auch die Heuschrecke"), enthalten Sito- 
sterin (neben Cholesterin), die Auster das Ostreasterin, das dem 
Sitosterin sehr nahe steht !%). 

Bei dem Versuch zu einer chemischen Systematik der Tier- 
welt kamen Kutscher und Ackermann!) zu einer Einteilung 
in Kreatinaten = Wirbeltiere und Arginaten (bzw. Akreatinaten) = 
Wirbellose. Auch hier nimmt die Kriéte eine Ausnahmestellung 
Sie enthilt in ihren Giftdriisen reichlich Arginin, teils frei, 
teils als Bestandteil ihres Giftstoffes Bufotoxin. In der zitierten 
Arbeit wird hinsichtlich des Vorkommens von Arginin (und 
einiger anderer Stoffe) auf eine »Ahbnlichkeit zwischen wirbellosen 
Tieren und Pflanzen gegeniiber den Wirbeltieren“ hingewiesen. 
Dies gilt fiir die Kréte eigenartiger Weise auch hinsichtlich ihrer 
herzwirksamen Gifte, die bisher in der Tierwelt ohne Beispiel 
geblieben sind, vielmehr ihre Verwandten in den pfianzlichen 
Herzgiften besitzen. Vielleicht spielen die Phytosterine eine 
Rolle bei der Genese dieser Kérper. Der Klirung all dieser 
Fragen kiime eine entsprechende Untersuchung anderer Kalt- 
bliiter, z. B. von Fréschen, sehr zu statten. 

Auch bei der Geburtshelferkréte (Alytes obstetricans), die zu 
einer anderen Familie (Discoglossidae) gehért, weist die geringe 
aber sichere Erhéhung des Schmelzpunkts der Sterinacetate 
116—117,5°) auf die Anwesenheit von Phytosterin hin. Zu einer 
Trennung reichte die geringe Materialmenge (120 mg Digitonin- 
‘illbares aus 90 Hiituten) nicht aus. 


eln. 


Versuchsteil. 


Isolierung des Phytosterins aus dem Sekret. Die Petrolither- 
ausziige von der Giftgewinnung aus dem Sekret wurden zur 
Trockne verdampft und der Riickstand wiederholt mit kochendem 
Methanol ausgezogen. Hieraus krystallisierte nach dem Erkalten 
das rohe Sterin. Durch Adsorption an Aluminiumoxyd aus 
benzolischer Loésung wurde es weiter gereinigt. Dabei erfolgte 
lie Abteilung der Zonen nach der Liebermann-Reaktion des 


18) Ch. Kawasaki, J. pharmac. Soc. Japan 56, 76 (1936). 
4) W. Bergmann, J. of Biol. Chem. 104, 317, 553 (1934). 
18) Fr. Kutscher u. D. Ackermann, Z. Biol. 84, 181 (1926). 
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Adsorbats und dem Fluorescenzbild unter der Analysenlampe 
Die Hauptzone enthielt das Phytosterin. Aus ihr wurde da 
reine Sterin durch eine zweite Adsorption gewonnen. Ausbeut 
2.5 ¢ aus 33000 Kroten. 


Isolierung aus den Hautextrakten. Bei Bufo vulgaris uni 
Bufo vulgaris formosus wurde aus den Fettfraktionen in tibliche; 
Weise das Unverseifbare gewonnen, bei Bufo arenarum krystalli. 
sierte gleich beim Einengen der alkoholischen Hautextrakte 
das Rohsteringemisch aus. In allen Fallen wurde nach ein. 
maligem Umkrystallisieren aus Methanol—Petrolither acetylier 
und nach dem Verfahren von W. Bergmann”®) bromiert, vou 
ausgeschiedenen Dibromcholesterin-acetat abfiltriert und dic 
Mutterlaugen mit Zink und Eisessig in alkoholischer Liésun: 
entbromt. Bei Wiederholung dieses Verfahrens wurde noch etwas 
Cholesterin abgetrennt. Das erhaltene Phytosterinacetat wurd 
dann einige Male aus Chloroform—Methanol umkrystallisiert, wo- 
bei der Schmelzpunkt noch um einige Grade stieg. 


Ausbeuten: Bb. vulg. 33 ¢ Rohsterin, daraus 7,5 g Phytosterinacetat 
= 20,5 °/,) 
Bb. vulg. form. 30 g i 9 1,6 ¢ Phytosterinacetat 
> OF 
(= ov /o) 
B. arenarum 3,3 g > " 0,6 g Phytosterinacetat 
(Aus 1500 Hiuten) (= 17 %,) 


Das reine Sterin krystallisiert in diinnen aber breitenf 


Nadeln, die zweiseitig zugespitzt sind und gerade Ausléschung 


zeigen, nach A. Bé mer?) charakteristisch fiir Phytosterin. Chole- 


sterin dagegen zeigt schiefe Ausléschung. Die Liebermann- 
Reaktion unseres Sterins ist mit der des Cholesterins identisch. 
ebenso die Reaktion nach Salkowski. Mit Digitonin entstebt 
eine schwerlésliche Additionsverbindung. Durch katalytische 


Hydrierung und Titration mit Benzopersiure wurde eine Doppel- f 


bindung nachgewiesen. 
Analysen: 
Sterin: 4,082, 4,117 mg Subst. : 12,570, 12,690 mg CO, 4,39, 4,49 mg H,0. 
C,,.H,O0 Ber. C 83,98 H12,16 Gef. C 83,98, 84,06 H12,04, 12,20. 
Sterinacetat: 4,552 mg Subst.: 13,570 mg CO,, 4,56 mg H,0. 
C3,H;20. Ber. C 81,51 H 11,48 Gef. C 81,29 H 11,21. 


16) Z. Unters. Nahrungsmitt. usw. 1, 21, 582 (1890). 
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Hydrosterinacetat: 4,288 mg Subst.: 12,820 mg CO,, 4,56 mg H,O. 
Cy,H«O. Ber. C 81,15 H 11,87 Gef. C 81,54 H 11,90. 
Molekulargewichtsbestimmung durch Verseifung der 
Acetate nach Vesterberg-Sandqvist®’). Vor Ausfithrung 
der Bestimmung wurden die Substanzen (ebenso wie zu den Ana- 
lysen) bei 80° und 0,1 mm getrocknet. Als Berechnungsgrund- 
lage wurde jeweils eine im gleichen Kolben anschlieBend aus- 
gefiihrte Blindbestimmung mit derselben Menge Lauge heran- 
cezogen (Haktor der Saiure 0,1059). 
; = Verbrauch an n/10-HCl 
Schmelzp. Einwage . 
cetat von ii oe 7 .¢ | Mol.-Gew. 
unkorr. in me |i. Blindvers. n. Verseif. 
in ccm in cem 
(‘holesterin 114/115 387.9 24,21 15,63 428 
500,0 31,62 20,60 427 
Phytosterin 135/136 393,6 24,20 16,03 455 
{Kahlbaum) 364,7 22,06 14,56 459 
Sterin aus 136/137 458,7 22,49 13,00 456 
b. vulgaris 555,0 22,23 10,84 460 
Sterin aus 135/136 408,4 24,19 15,68 451 
5. yulg. form. 441,9 22,06 12,94 457 
Sterin aus 134/135 410,9 22,23 13,60 450 
5h. arenarum 330,4 21,47 14,53 450 
Molekulargewicht berechnet fiir C,,H,,0-CO-CH, . . 428 
C,,H,,0-CO-CH, 456 
Mittelwert unserer Bestimmungen. 455,5 
Derivate. Nach bekannten Methoden wurden dargestellt: 
Acetat, Benzoat, Dihydrosterin, Dihydrosterin-acetat und Di- 
hydroketon. Ihre Eigenschaften sind in der folgenden Tabelle 


zusammengestellt. Kbenso haben wir die des aus Kréten ge- 
wonnenen Cholesterins angefiigt. Die Angaben der Literatur 
liber Schmelzpunkte und Drehungen fiir das aus verschiedenen 
Pilanzen gewonnene Sitosterin und sogar fiir das einigermaBen 
sichergestellte y-Sitosterin weichen z. T. erheblich voneinander 
ab. Der Grund hierfiir ist in schwer abzutrennenden Beimen- 
gungen zu suchen. Wir halten deshalb die Ubereinstimmung 
unserer Daten mit den angegebenen fiir geniigend. 


Alle Drehungen sind in Chloroform gemessen, die des 
\riitencholesterins in Ather. 
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‘ . . ; : ~ ne 
Sterin Acetat Dihydrosterin nes =|; 
. acetat No 
Herkunft nadetiaeetiiatlaatll | ss 
Schmp.| @p |Schmp. eo, |Schmp.) ep {Schmp.|; ep [A% 
0 0 0 0 0 0 0 | 0 0 
b. vulgaris 
(Sekret) [145/146 —37,7] 137 139/140. — |137/138'+10,8] 159 |; 
B. vulgaris 
(Haute) 145/146 —37,2 | 136/137) — 41,4 |140/141 + 25,2 137 | + 8,5 
B. vulgaris | 
formosus 146/147 — 39,5 [136/137 — 42,6 | 138/139! + 24,7 ]138/139 +-11,0 
B. arenarum [145/146 — 39,7 ]135/136 — 42,2 137/138 + 9,1 
Cholesterin 
aus Kréten |147/148 — 36,4 ]113/114 — 43,0 
y-Sitosterin 
aus Weizen- 
keim6él'’) {147/148 —42,0 }135/136 — 41,0 
y-ditosterin | 
aus Kornél '*) } 145/146 —42,4] 137 12.7 143 + 9,0 
y-Sitostanol 
(natiirlich.’)j} -- 138/139 +25 138 = ++-14,4 


Sitostanol 
faus Sito- 
sterin *°)] 
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+-24,2 








“) R. J. Anderson, J. Amer. Chem. Soc. 48, 2976 (1926). 


18) Derselbe, J. 
**) Derselbe, J. 
20) Derselbe, J. 


Amer. Chem. Soc. 48, 2987 


(1926). 


Amer. Chem. Soc. 46, 1450 (1924). 
Amer. Chem. Soc. 46, 1953 


(1924). 
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Zur Mikrobestimmung 
des Menthol, Menthon und Estermenthol 
sowie des ditherischen Oles von Mentha. 


(Vorlaufige kurze Mitteilung.) 


Von 
Hermann Ullrich und Martin Schneider. 


(Aus dem Botanischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1936.) 


Fiir pflanzenphysiologische sowie pharmakognostische und 
pharmakologische Zwecke ist es wiinschenswert, zur Gehalts- 
bestimmung des iitherischen Oles von Mentha sowie seiner wich- 
tigsten Bestandteile Methoden zu haben, die mit so wenig Unter- 
suchungsmaterial als irgend méglich auskommen. Nachdem unsere 
dementsprechend ‘angestellten mikromethodischen Vorarbeiten fiir 
eine gréBere physiologische Untersuchung ihren AbschluB gefunden 
haben, sollen bereits hier deren Ergebnisse in Form einer vor- 
lintigen Mitteilung veréffentlicht werden. 

Das in der Pflanze bzw. ihren Teilen oder auch in der Droge 
enthaltene Ol wird wie gewodhnlich mittels Wasserdampfes daraus 
befreit und mit Hilfe der Apparatur nach Clavenger im Paraffin- 
Bad bei 130—140° abdestilliert. Die Destillationsdauer betrigt 
je nach der zu untersuchenden Menge 45—60 Minuten. Die ur- 
springliche Apparatur nach Clavenger ist nun allerdings insofern 
abgeiindert worden, als an die Makrobiirette mit Skala nach unten 
hin eine Mikrobirette mit entsprechender Skala (7/,,., com-Teilung) 
angebracht wurde. Nach Beendigung der Destillation und nach 
dem Abkiihlenlassen wird die aufgefangene Olmenge durch lang- 
sames Ablassen des Wassers in diese Mikrobiirette iibergefiihrt 

was fast verlustfrei gelingt (vgl. Tab. 1), aber auch durch 
Addition eines Korrekturwertes ganz exakt gestaltet werden kann 
(lab. 2) — und dort volumetrisch ermittelt. Es ist auf diese 
Weise nunmehr méglich, mit 1—2 g Droge bzw. unter besonderen 
Umstiinden sogar mit Frischmaterial auszukommen, bei etwa 
gleicher Ablesegenauigkeit, wie sonst mit 5—10 g. 

Bei der Gehaltsbestimmung des Mentha-Oles wurde besonderer 
Wert auf einfache, aber trotzdem quantitative Bestimmungs- 
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Tabelle 1. 
Destillationsversuche mit der Mikro-Clavenger-Apparatur 
an einer Mentha-Droge des Handels. 





Einwage Destillationsdauer Ausbeute 
in g in Minuten in cmm 
5,0 60 42 
2,0 60 8 
2,0 60 9 
2,0 60 8 
2,0 60 8 
2,0 60 8 
1,0 60 5 








Tabelle 2. 


Restbestimmung des an der Wandung des weiten Teiles der Skala 
haingen gebliebenen Ols als Menthon durch Nachspiilen mit Alkohol. 





Abdestilli - Gesamtverbrauch Verbrauch von n/10-alkoho!. 
abdestilierte Menge | an n/10-alkohol. KOH| KOH in Spiil-Alkohol 
in emm ' 
In ccm In ccm 
8 0,0509 0,008 
S 0,047 0,012 








methoden der drei Hauptbestandteile Menthol, Menthon und Ester- 
menthol gelegt, da das Mengenverhiltnis dieser drei Komponenten 
bekanntlich erheblich variiert. 

Der Versuch, Menthol und Menthon durch ihre Redox- 
Potentiale festzustellen, gelingt zwar bei chemisch reinen Sub- 
stanzen, scheitert aber beim Mentha-Ol infolge des Vorhandenseins 
verschiedenster Stoffe, die sich ebenfalls bei der Potentialbildung 
an den Elektroden beteiligen. Daher wurde nunmebhr die bekannte 
Hydroxylaminmethode nach Benett und Salomon fiir Mikro- 
bestimmungen unter Benutzung des Titrationsverfahrens nach 
Rehberg ausgearbeitet*), Wir sind im Laufe unserer Unter- 
suchungen von der allgemein iiblichen n/2-alkoholischen KOH zu 
einer }/,, n-Lésung iibergegangen, was sich aber nur bei Anwendung 
der erwaihnten Technik durchfiihren lieB (vgl. Tab. 3). 

Das Menthol wurde von uns nach dem von Beckmann fiir 
praparative Zwecke ausgearbeiteten Verfahren durch Oxydation 
mit Chromschwefelsiure in Menthon iibergefiihrt. Es wurde dabe 


*) Ein Versuch mit schwefelsaurem Hydroxylamin erwies sich dabei 


als nicht gangbar. 
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Tabelle 3. 


Mikrobestimmungen von Menthon in einem Schimmelschen Mentha-O! 
nach der Hydroxylamin-Methode. 











Kinwage in g Verbrauchte n/10-KOH Menthongehalt in °/, 

5 0,093 29,5 

5 0,087 27,6 

5 0,0875 27,8 

5 0,086 27,3 

4,12 0,069 26,5 

4,12 0,071 27,4 

2.5 0,047 29,9 

im Mittel 28,0 

Soll nach Schimmel& Co. 29,1 


Tabelle 4. 


\Menthonbestimmungen nach der Hydroxylamin-Methode nach der Oxydation 
des gleichen Schimmelschen Oles mit Chromschwefelsiure. 





Einwage in mg Verbrauch an n/10-KOH Menthol + Menthon in °/, 








8,81 0,446 80,51 
5,82 0,297 81,12 
10,89 0,56 81,91 


im Mittel 81,0 
Soll nach Schimmel& Co. 81,6 
Mentholgehalt des Oles also 81,0 — 28,0 = 53,0°/,. Soll nach Schim- 
mel & Co. 52,5 "lis 


in alkoholischer Liésung zugegeben. Die Resultate dieser Be- 
stimmungen sind recht befriedigend. In natiirlicher Lésung, d. h. 
in Form des Oles, lieB sich das Menthol sogleich sehr gut oxy- 
dieren. Es wurde dann stets mit der Hydroxylamin-Methode als 
Menthon bestimmt (vgl. T'ab. 4). 


SchlieBlich wird in Anlehnung an die Ausfiihrungsbestim- 
mungen des DAB6 das Estermenthol auf mikroanalytischem Wege 
bestimmt. Die Verseifung erfolgt in diesem Falle in kleinen 
25 ccm fassenden Kélbchen mit durch Schliff angefiigtem Luft- 
ktihler auf dem Wasserbade. Die unverbrauchte KOH titriert 
man, wie bekannt, mit n/10-H,SO, zuriick und kann aus dem 
Laugenverbrauch das Estermenthol berechnen. 

Die volumetrisch bestimmte Ausgangsmenge des Pfefierminz- 
les wird also jetzt in drei Fraktionen geteilt, deren erste der 
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direkten Bestimmung des Menthons, deren zweite der Menthol. 
bestimmung nach der Oxydation zu Menthon und deren dritte 
der Estermenthol-Ermittelung dient. 


Tabelle 5. 
Analysen des gleichen Schimmelschen Oles mit derselben Methodik 
bei wesentlich gréBeren Einwagen. 











a b 
Einwage | Menthol + Menthon Kinwage Menthon 
in mg | in inmg | in °, 
1056 | 79,69 — 1024 | 30,61 
256,4 80,64 115,4 | 29,86 
107,4 80,91 109,6 30,75 
116,6 | 82,12 52,0 30,73 
62,0 | 80,67 156,8 28,34 
im Mittel 80,81 im Mittel 29,66 
Soll 81,6 Soll 29,1 


Das so verinderte Bestimmungsverfahren wird bereits zur 
weiteren physiologischen Analyse der Pfefferminzélbildung sowie 
einer Untersuchung der Drogenaufbereitung verwendet, woriiber 
spiter ausfiihrlich berichtet werden soll. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Landwirtschaftlicher 
Forschungsdienst) sind wir fiir Unterstiitzung der Arbeit zu Dank_ver- 
pflichtet, der Firma Schimmel & Co., Miltitz bei Leipzig, fiir die Uber- 
lassung von Menthadélproben mit im Grofverfahren ermittelten Gehalt der 
Fraktionen. 
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Uber Pflanzenphosphatasen. 


I. Die Phosphatase gekeimter Sojabohnen (Glycine hispida). 
Von 
Kramadhati Venkata Giri. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Department of Biochemistry, Indian Institute of Science, Bangalore.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1936). 


Die wichtige Rolle von Phosphorsiiureestern bei bestimmten Reaktionen 
un Kohlenhydrat-Stoffwechsel, z. B. bei der Muskelkontraktion und bei der 
Hefegirung, ist bekannt. Bodnar’) hat Untersuchungen dariiber angestellt, 


| ob die Vorgiinge beim Zuckerabbau in héheren Pflanzen die gleichen sind 
| wie im Muskel und in der Hefe. Auch Neuberg und Mitarbeiter?) haben 
| diese Frage bearbeitet und ihre Ergebnisse scheinen auf eine Uberein- 
' stimmung in diesem Sinne hinzudeuten. Von Tanko’) ist kiirzlich der Be- 


weis erbracht worden, daB Phosphorylierung in héheren Pflanzen statt- 


| findet, und daB dort die gleichen Ester gebildet werden wie in Hefe und 
' Muskel. Er arbeitete mit Priiparaten aus Erbsen nach der Vorschrift von 


| Bodnar. 


Die Phosphorverbindungen — Phosphorsiiure-Ester der Kohlenhydrate 
— Phosphoglycerinsiure, Glycerinphosphorsiiure, Phosphoprotein, Phos- 
phatide, Kreatinphosphorsiure usw. sind in der Natur weit verbreitet und 
hingen wahrscheinlich sowohl in ihren biologischen Funktionen wie in ihrer 
Entstehung von Phosphatasen ab. Eine genaue Kenntnis der Natur und 
Eigenschaften dieser Enzyme wird tiber manche Lebensvorgiinge in den 
Pflanzen Aufklirung geben kénnen. Ignatieff und Wasteneys‘) haben 


_ kiirzlich das Vorkommen von Phosphatase in einzelnen Teilen von Bohnen, 


Kartoffeln, Rettich und Weizen untersucht und ihre Konzentration zu ver- 


' schiedenen Zeiten des Wachstums bestimmt. Die Bobnen enthalten geringe 
| Mengen Enzym im Keimling, sonst nur Spuren. Der Enzymgehalt in den 


Wurzeln ist zu Beginn der Keimung hoch und nimmt dann ab, wihrend 
ungekehrt die Samenlappen anfangs nur sehr geringe Mengen aufweisen; 
erst wenn Respiration und Assimilation einsetzen, ist mehr Phosphatase 


' vorhanden. Die héchste Enzymkonzentration wurde in den Blittern ge- 


funden, wo ja auch der hauptsichlichste Kohlenhydratstoffwechsel stattfindet. 

Daher nehmen die Autoren an, daB die Phosphatase wie auch die Phos- 

phate eine wichtige Rolle im Stoffwechsel der héheren Pflanzen spielen. 
Die vorliegende eingehende Untersuchung der Phosphatase aus ge- 


_ keimten Sojabohnen ist in der Absicht unternommen worden, endgiiltig fest- 


zustellen, ob der Abbau der Phosphorverbindungen in Pflanzen und Tieren 


_hach den gleichen Gesetzen vor sich geht, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLV. 13 
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Bis jetzt sind Versuche zur Keindarstellung der Phosphatasen haup; 
siichlich an Enzymen aus tierischem Material ausgefiihrt worden. M rt. 
land und Robison®) erkielten ein aktives Pulver (5,7 PE/mg in Albers. 
Einheiten ausgedriickt) aus Knochenextrakten durch Fillung mit Alkohol 
und Ather. Albers und Albers® reinigten Nierenextrakte durch Auto. 
lyse in Essigester und Toluol und fillten fraktioniert mit Alkohol. Da; 
reinste Priparat enthielt 150 PE/mg. Ehrensvard’) beschreibt eine 
Methode, wirksame Priiparate aus trocknem Nierengewebe zu erhalten dure) 
tryptische Verdauung und nachfolgende Behandlung mit Aceton und Adsorp. 
tion der Verunreinigungen an Stearinsiure. Aktivitit 1,1 PE/mg. Dmo. 
chowskiund Assenhajm 5) isolierten saure Glycerophosphatase (150 PE/mg 
aus Menschenharn dureh Dialyse und Alkoholfillung. Kiirzlich haben 
Kutseher und Worner’) die Prostata-Phosphatase gereinigt, sie erzielten 
eine 175fache Steigerung der Wirksamkeit gegeniiber dem Ausgangsmaterial 
Thr Priiparat spaltet '/, seines Gewichts an H,PO, pro Sekunde, das ent 
spricht Sumners krystallisierter Urease. 

Uber hochwirksame Phosphatasen aus Pflanzen scheinen nur wenice 
Untersuchungen vorzuliegen. Pfankuch) hat in letzter Zeit Priiparate 
mit 5—10 bzw. 10—15 PE/mg aus Kartoffeln und Zuckerriiben durch frak- 
tionierte Fiallung mit Alkohol erhalten. 


Obwohl die Anwesenheit von Glycerophosphatase in Soja- 
bohnen"?) nachgewiesen ist, ist dort die Aufmerksamkeit haupt- 
sichlich auf das Schicksal des Enzyms wihrend der verschiedenen 
Wachstumsperioden gerichtet gewesen, weniger auf die Natur und 
das Verhalten des Ferments selbst. Die Aktivitit der Phospha- 
tase in ruhenden Samen ist sehr gering, erfaihrt aber beim Keimen 
eine erhebliche Steigerung ’”). 


In der vorliegenden Arbeit ist eine Methode beschrieben, 
nach welcher hoch wirksame Phosphatase-Praparate — wirksamer 
als bisher aus Pflanzen bekannt — mit Leichtigkeit aus Soja- 
bohnen erhalten werden kénnen. Auch iiber die Kigenschaften 
des Enzyms gibt die Untersuchung AufschluB. 


Um hochaktive Fermentpriparate zu erhalten, wird der wiib- 
rige Auszug pulverisierter gekeimter Sojabohnen mit Alkohol oder 
Aceton fraktioniert gefallt, die wirksamsten Fraktionen werden 
wieder gelést, das Begleitmaterial wird bei p,, 5,0 ausgefallt und 
zum Schlu8 wird dialysiert oder ultrafiltriert. So gereinigte 
Priparate enthielten 80—105 PE/mg fiir Glycerophosphat-Hydro- 
lyse und 176—231 PE/mg fiir Pyrophosphat-Hydrolyse. Sie sind 
somit den héchstwertigen Priparaten aus Nieren gleichwertig. Die 
gereinigte Substanz gibt die gewéhnlichen Farbreaktionen au 
EiweiB und Kohlenhydrate und ist etwa 350 mal wirksamer als 
das Rohmaterial. 
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Versuche. 


Darstellung des Enzymauszugs. Die Phosphatase wurde in den 
Sojabohnen (Glycine hispida, Black variety) durch 3tigiges Keimen an- 
_gereichert. Bei lingerer Keimung bildete sich gelegentlich Schimmel in 
‘den feuchten Bohnen. Sie wurden 24 Stunden bei 25° in flieBendem Wasser 


-eingeweicht, dann auf Emailleschalen gebracht und fiir 2 Tage mit feuchten 


'Tiichern zugedeckt stehen gelassen. Wenn die Keime 11/,—2 cm lang ge- 
-yorden waren, wurden die Bohnen in der Sonne getrocknet, dann gepulvert 
‘und gesiebt. Das so erhaltene Bohnenmeh] wurde mit der 5fachen Menge 
| destilliertem Wasser, dem einige Tropfen Toluol zugesetzt waren, 2 Stunden 
‘extrahiert, das durch ein Buchner-Filter leicht triibe ablaufende Filtrat mit 
Toluol versetzt in den Eisschrank gestellt. Der Auszug blieb lingere Zeit 
‘unveriindert wirksam. 

Bestimmung der Fermentmenge. Die Enzymlésungen (gewéhnlich 


Ficem) wurden mit 5 cem der Substratlésung in 100 cem Mebzylinder ge- 
Fbracht, 10 ccm 0,2 n-Acetat-Puffer, py 5,2, zugefiigt und mit destilliertem 


Wasser auf 25 cem aufgefiillt. Die verschlossenen Zylinder wurden im 
Thermostat bei 35° gehalten, nach 1 Stunde wurde ein aliquoter Teil der 
-Reaktionsmischung entnommen, das EiweiB mit dem gleichen Volumen 
10°/,iger Trichloressigsiure gefillt, filtriert und im Filtrat der anorganische 
P nach Fiske und Subbarow'’) bestimmt. 

: Phosphatase-Einheiten. Als Ma8 fiir die Sojabohnen-Phosphatase 
dient die ,,Phytophosphatase-Einheit (PhPE.)“, das ist die Enzymmenge, die 
ebei py 5,2 und 35° in 1 Stunde aus einer 3°/,igen Lésung von Na-3-Glycero- 
[phosphat 0,1 mg P in Freiheit setzt. 

: Die vorgeschlagene Phosphatase-Einheit fiir Pflanzenenzyme ist un- 
'gefihr von der gleichen GréBenordnung wie die von Albers angegebene 
‘fir Nierenphosphatase (Unterschied im pg und Abwesenheit von Mg als 
| Aktivator). Unsere Ergebnisse sind also mit denen von Albers vergleichbar. 
Der Grad der Reinigung wurde berechnet nach dem Gehalt an Phyto- 


_ phosphatase-Einheiten/Milligramm fester Substanz (PhPE./mg). 


Um den Gehalt an Trockensubstanz zu bestimmen, wurde 2 Tage aus 


Collodiumhiilsen gegen destilliertes Wasser dialysiert; das Wasser wurde 


‘tiglich gewechselt, die dialysierte Flissigkeit zur Trockne verdampft und 
‘bei 100° getrocknet. Die so gewonnenen Priparate waren oftmals teilweise 
‘inaktiviert. Aus diesem Grunde hielten Sherman, Caldwell und Adams") 
diese Methode bei der Amylase fiir ungeeignet. 'Trotzdem haben wir Dialyse 


pind Ultrafiltration bei unsern Extrakten angewendet und unsere Angaben 
‘beziehen sich auf die so gereinigten Fermente. 


Substrate: Als Substrate fanden Verwendung: Na-Glycerophosphat 


-cryst. Merck (enthilt hauptsichlich den §-Ester), Na-«-Glycerophosphat Pure 
‘Boots Pure Drug Co.), Na-Hexosediphosphat und Na-Pyrophosphat. 


Das Na-Hexosediphosphat wurde aus Ca-Hexosediphosphat der Firma 
‘MeBrs. British Drug Houses Ltd. dargestellt. Eine gewogene Menge wurde 
1 Wasser gelést, mit etwas weniger als der berechneten Menge Na-Oxalat ver- 
‘setzt und zentrifugiert. Nach Priifung auf Oxalat-Freiheit wurde die Lésung 
bei 0° aufbewahrt. Es wurden wiederholt frische Lisungen hergestellt. 

Na-Pyrophosphat wurde aus Soerensens sekundirem Na-Phosphat 
‘lurch Erhitzen im Platintiegel bis zur Rotglut dargestellt. Die waBrige 
13* 
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Lésung des Salzes gab mit Silbernitrat einen rein weiBen Niederschlag und 
enthielt kein o-Phosphat. Die Substratlésungen wurden mit HCl auf das 
gewiinschte py eingestellt. 


I. Reinigung der Sojabohnen-Phosphatase. 


1. Fraktionierte Fallung mit Alkohol und Aceton. Die Isolierung 
und Reinigung der Phosphatase aus dem rohen Wasserauszug voi 
Mehl gekeimter Sojabohnen wurde durch fraktionierte Fallung mit 
a) Alkohol, b) Aceton und c) Ammoniumsulfat versucht. Fallung 
mit Ammonsulfat hatte nicht den gewiinschten Erfolg, fraktionierte 
Fillung mit Alkohol und Aceton dagegen fiihrte zu hoch wirk- 
samen Priparaten. 

a) Fraktionierte Fallung mit Alkohol. Der wiaBrige 
KXxtrakt des Sojabohnenmehls wurde mit dem halben Volumen 
absolutem Alkohol versetzt und die Fillung abzentrifugiert. Der 
Niederschlag (Fraktion I) enthielt einen groBen Teil der Ver- 
unreinigungen und etwa die Hilfte des wirksamen Ferments. Das 
Zentrifugat wurde erneut mit absolutem Alkohol in der Menge 
der Ausgangslésung versetzt und wieder zentrifugiert. Dieser 
Niederschlag (Fraktion Il) zeigte eine sehr hohe Aktivitat pro 
Milligramm Trockensubstanz. In jedem Fall wurden die mit 
Alkohol gefillten Niederschliige sofort in Wasser gelést und Fer- 
mentgehalt und Trockensubstanz bestimmt. Die Ergebnisse sind 
in Tab. I wiedergegeben. Danach ist in Fraktion IL das Enzym 
um das 60fache angereichert worden. 

b) Fraktionierte Fallung mit Aceton fiihrte auch zu 
Priiparaten mit sehr hoher Aktivitiit. Der Wasserauszug wurde 
mit 3/, seines Volumens an Aceton versetzt, 10 Minuten bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Der Niederschlag (Fraktion |) 
wurde abzentrifugiert; er enthielt nahezu alle Verunreinigungen 
des wiBrigen Extrakts. Eine zweite Fallung mit Aceton (1 Vol. 
Aceton auf 1 Vol. Ausgangsextrakt) — Fraktion II — lieferte ein 
sehr wirksames Produkt. Eine dritte Fiillung enthielt nur noch 
geringe Mengen aktiven Enzyms. 

Fiir vergleichende quantitative Messungen wurden die verschiedenen 
Fraktionen in Wasser gelést, die Trockensubstanz bestimmt und die Wirk- 
samkeit pro Milligramm Trockensubstanz berechnet. So hatte z. B. in eirem 
Versuch der Ausgangsextrakt eine Wirksamkeit von 2,27 PhPE./mg und das 
gereinigte Produkt nach fraktionierter Fillung mit Aceton (Fraktion II) eine 
solehe von 18,5 PhPE./mg, was einer 8fachen Anreicherung entspricht. Das 
Priiparat, auf Trockensubstanz berechnet, ist etwa 60mal wirksamer als das 


Bohnenmehl: Priparate, die nach dieser Reinigungsmethode gewonnen 
wurden, sind in Tab. I beschrieben (Versuch 2—-5). 
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Aus den Zahlen ist zu ersehen, daB bei allen Alkohol- oder 


Aceton-Fallungen ungefiihr ebenso viele Phosphatase-Kinheiten | 


wieder gewonnen werden als in dem Wasserauszug enthalten waren, 
Hemmungssubstanzen und Aktivatoren scheinen also zu fehlen. 


2. Weitere Reinigung durch Fallung des Begleitmaterials bei 
p,, 5,0 und Dialyse oder Ultrafiltration. Die hochmolekularen Sub- 
stanzen, die als Verunreinigungen in Enzymextrakten vorkommen, 
kénnen dadurch entfernt werden, da8 man bis zu einem p,, an- 
siiuert, bei dem das Begleitmaterial gefallt wird, das Enzym aber 
noch in Lésung bleibt. Dieses Verfahren hat sich bei der Reinigung 
von Hirnextrakten bewahrt '°). Durch Acetonfillung erhaltene hoch- 
aktive Priparate kénnen durch Entfernung der Begleitsubstanze: 
bei p,, 5,0 und darauf folgende Dialyse oder Ultrafiltration noch 
wirksamer gemacht werden. Das folgende Versuchsbeispiel mag 
die weitere Reinigung auf diesem Wege veranschaulichen. 


Versuch |. 50 cem Extrakt (Fraktion II, Versuch 2, Tab. I), Aktivitiit 
18,5 PhPE./mg + 50 eem M/5 Acetat-Puffer py = 5,0 iiber Nacht im Eis- 
schrank gehalten. Niederschlag abzentrifugiert. Die Wirksamkeit des sv 
erhaltenen wasserklaren Extrakts war unveriindert. Weitere Reinigung durch 
Ultrafiltration. 50 cem Extrakt durch Cellophan-Filter Nr. 300 bei 50 kg 
Druck pro Quadratzentimeter filtriert. Filtration in 4 Stunden beendet. Filter 
riickstand wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen, Fermentgehalt und 
Trockensubstanz im Extrakt bestimmt. Ergebnisse vgl. Tab. Il. Etwa 50° 
der Wirksamkeit waren bei der Ultrafiltration verloren gegangen. Um fest 
zustellen, ob die verminderte Aktivitiit etwa durch ausgewaschenes Co-Enzym 
bedingt sei, wurde das Ultrafiltrat mit dem Riickstand gemischt. Das dnderte 
nichts an den Versuchsergebnissen. Ultrafiltration hat ein 5fach reineres 
Enzym ergeben. Das Endprodukt enthielt 91,8 PhPE./mg, das ist etwa das 
290fache gegeniiber dem rohen Sojabohnenmehl: es gab die Ninhydrin.. 
Biuret- und Molisch-Reaktion. 

Versuch 2. 80 cem Extrakt (Fraktion II, Versuch 4, Tab. I) mit dem 
gleichen Volumen Acetat-Puffer py = 5,0 versetzt. Niederschlag abzentri- 
fugiert. Der wasserklare Extrakt wurde 2Tage dialysiert und die Wirksamkeit 
bestimmt. Ergebnis in Tab. II. Aktivitét um das 9fache gesteigert. Im ge 
reinigten Extrakt 105,2 PhPE./mg, das ist etwa das 350fache des rohen 
Sojabohnenpulvers (0,295 PhPE./mg). Ninhydrin-, Biuret- und Molisch-he- 
aktion positiv. 


Versuch 3. Extrakt von Fraktion II (Versuch 5, Tab. I) wie oben 
behandelt. Nach der Reinigung 80 PhPE./mg. Vgl. Tab. II. 


Die Reinigung der Phosphatase aus Sojabohnenmehl nacl 
den angegebenen Methoden wurde fiir unsere Untersuchungen al: 
geniigend angesehen und die folgenden Versuche sind mit den s0 
gereinigten Enzymextrakten ausgefiibrt. 





Vers. 





I 
fiir di 
tinden 
beabs’ 
Versu 








Tabelle LI. 


Uber Pflanzenphosphatasen. 


Weitere Reinigung durch Fillung des Begleitmaterials bei py 5,0 
und Dialyse oder Ultrafiltration. 





Vers. 
Nr. 


a) 


b) 


b) 


¢) 





Behandlung 


50 cem Extrakt (Fraktion II, 
Vers. Nr. 2, Tab. I) verdiinnt mit 
dem gleichen Volumen Wasser 


50 cem des gleichen Extraktes 
+ 50cem Acetat-Puffer py, 5,0, 
Niederschlag abzentrifugiert 

50 eem Extrakt b) ultrafiltriert. 


tiickstand in 50 cem Wasser 
aufgenommen 


80 eem Extrakt (Fraktion II, 
Vers. Nr. 4, Tab. I) + 80 cem 
Wasser 

80 eem des gleichen Extraktes 
+ 80 cem Acetat-Puffer py 5,0, 
Zentrifugiert 

40 cem Extrakt b) 2 Tage dialy- 
siert und auf 45 ecm aufgefiillt 


80 cem Extrekt (Fraktion II, 
Vers. Nr. 5, Tab. 1) + 80 cem 
Wasser 


)} 80 cem des gleichen Extraktes 


+ 80 ccm Acetat-Puffer py 5,0, 
Zentrifugiert 

40 eem Extrakt b) 2 Tage dialy- 
siert und auf 40 ccm aufgefiillt 





Aktivitiit 


14,7 PhPE./0,5 cem 
18,5 PhPE./mg 


13,3 PhPE./0,5 eem 


6,88 PhPE./0,5 cem 

91,8 PhPE./mg fiir 
Glycerophosphat-Hydro- 
lyse und 

202 PhPE./mg fiir 
Pyrophosphat-Hydrolyse 


12,138 PhPE./0,5 eem 
11,0 PhPE./mg 


10,44 PhPE./0,5 cem 


7,02 PhPE./0,5 cem 
105,2 PhPE./mg fiir 
Glycerophosphat-Hydro- 
lyse und 
231 PhPE./mg fiir 
Pyrophosphat-Hydrolyse 


9,8 PhPE./0,5 ecm 
9,0 PhPE./mg 


9,2 PhPE./0,5 cem 


8,0 PhPE./1 cem 

80 PhPE./mg fiir 
Glycerophosphat-Hydro- 
lyse und 

176 PhPE./mg fiir 
Pyrophosphat-Hydrolyse 


II. Wasserstoffionen-konzentration und Aktivitat. Wir versuchten 
‘ir die Spaltung der verschiedenen Substrate das p,,-Optimum zu 
finden. Kin direkter Vergleich des Hydrolysenverlaufs war nicht 
veabsichtigt; deshalb wurden die Bedingungen nicht bei jedem 


Versuch ganz gleich gehalten. In Tab. III ist die Abhingigkeit 
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der Phosphatase von der H-lonenkonzentration zusammengestellt, 
das Wirkungsoptimum liegt zwischen p,, 5,1 und 5,5 fiir alle unter- 
suchten Substrate. 

Tabelle III. 


Phosphatase-Aktivitiit und H-Ionen-Konzentration. 
Enzymlésung 105 PhPE./mg; 1 Stunde; 35°. 





8-Glycerophosphat. 
( Pu 7,0 6,5 6,0 d,0 do,1 | 4,7 | 4, ‘ 
0,165 | 0,358 | 0,713 | 0,770 | 0,770 | 0,625 | 0,455 


«-Glycerophosphat. 


mg P in der PH 6,5 6,0 5,5 5,3 5,1 4,9 4,5 
gesamten 0,293 | 0,833 | 0,555 | 0,685 0,685 | 0,568 | 0,385 
Reaktions- | Na-Hexosediphosphat. 


mischung Po 7,0 6,5 6,0 5,3 5,1 4,5 3,0 


0,349 0,548 0,785 | 0,838 | 0,785 | 0,296 | 0,136 


Na-Pyrophosphat. 


| | 











a 18 | % 60 |5,5 | 5,1 4,7 | 4,4 
0,100 | 0,165 | 1,110 | 1,250 | 1,250 | 1,175 | 0,950 


Ill. Verlauf der Hydrolyse durch Sojabohnen-Phosphatase. |i: 
verhiltnismaBig wenigen Versuche iiber den Verlauf der Phospha- 
tolyse sind hauptsiichlich an tierischen Phosphatasen ausgefiihrt. 
In einigen Fallen ist im Anfang der Spaltung ein linearer Verlau! 
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der Zeitumsatz-Kurven beobachtet worden!» 1%), Uber Pflanzen- 
phosphatasen scheinen bisher keine Untersuchungen vorzuliegen. 
Die Figur zeigt den Verlauf einer Hydrolyse von «- und #-Glycero- 
phosphat, Hexosediphosphat und Pyrophosphat durch Sojabohnen- 
Phosphatase. 

In jedem Fall war das Reaktionsgemisch zusammengesetzt 
aus: 50 ccm Acetat-Putter p,, = 5,2, 20 ccm Substrat (entsprechend 
{0 mg P) und Enzym; mit Wasser bis auf 100 ccm aufgefiillt. Ks 
zeigt sich, daB die Hydrolyse bis zu etwa 10—12°/, bei @- und 
3-Glycerophosphat und 20°/, bei Hexosedi- und Pyrophosphat 
proportional der Zeit verlaiuft. Bestimmungen in diesem Zeitraum 
liefern genaue MaBe der Aktivitiit. Wie man aus der Kurve sieht, 
ist die Spaltungsgeschwindigkeit bei den einzelnen Substraten ver- 
schieden. Pyrophosphat wird schneller gespalten als Hexosedi- 
und «- und £-Glycero-Phosphat, £-Glycero-Phosphat etwas leichter 
als die o#-Verbindung. 

IV. Einflu8 der Substrat-Konzentration auf die Aktivitét. Kine 
charakteristische Kigentiimlichkeit der sauren Phosphatasen aus 
tierischem Material ist ihre Abhingigkeit von der Substrat-kon- 
zentration; alkalische Phosphatasen sind davon unabhingig. Die 
Affinitat der sauren Phosphatasen zu Glycerophosphat ist viel 
seringer als die der alkalischen)® 17%). Uber das Verhalten der 
Pilanzenphosphatasen scheint in dieser Hinsicht nichts bekannt 
zu sein. In Tab. [V sind die mit Sojabohnen-Phosphatase ge- 
gewonnenen Resultate wiedergegeben. 


Tabelle IV. 
Substratkonzentration und Aktivitit 
der Sojabohnen-Phosphatase. 
Na-§-Glycerophosphat; Zeit 1 Stunde; Temperatur 35°. 





Substrat ' 9 sa | a7 | 1 99@ | 
lai aad 0,0029) 0,0060 0,015 0,029 0,060 | 0,118 0,237 0,296 | 0,444 


: 
ng P in der | | | 


cesamten aad sacl a en le [oe 
italy 0,500) 0,625) 0,833 | 0,953 | 1,000 1,000 0,978 0,963 | 0,875 


mischung 





Ahnlich wie bei der sauren Phosphatase tierischen Ursprungs 
schwankt die Wirksamkeit der Sojabohnen-Phosphatase mit der 
Substratkonzentration. Ein Maximum liegt zwischen 0,06 und 
J,120 mol. Lésungen. Fiir Zwecke der Aktivitatsmessung — aus- 
sedriickt in PhPE. — wurde eine 3°/,ige Substratlésung gewiahlt. 
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V. Einflu8 von Ionen und Vitamin C (l-Ascorbinsaure) auf di 
Aktivitét der Sojabohnen-Phosphatase. In ‘T'ab. V sind eine Reily 
Versuchsergebnisse iiber den EinfluB verschiedener Jonen und de; 
l-Ascorbinsiure (Hoffmann-La Roche & Co) auf die Aktivitiit de 
Phosphatase bei Benutzung verschiedener Substrate zusammen. 
gestellt. Die Enzymextrakte waren nach den angegebenen Methode 
gereinigt. Die Substratkonzentrationen waren iiberall die gleichen 
10 mg P im Gesamtvolumen der Reaktionsmischung. 


Tabelle V. 


EinfluB verschiedener Ionen und der Ascorbinsiure 
auf die Aktivitit. 


Volumen der Reaktionsmischung = 


€ 


25 ecm; Temp. 35 


°; Hydrolyse 1 Std 

















Prozent Hydrolyse unter 
dem EinfluB versch. Ionen, 
verglichen mit der Hydro. 

, ' ' y Z% (= 100 

Vers. Substanz Konzen- _lyse ohne Zusatz ( 10 
_ | Enzymextrakt ; bei/doei!i ge | 

Nr. zugesetzt tration | OS | 98 | 2S} 68 

a =a | Sa} Be 
ch MN rk mM | ss nD ater 

£ aha @ Oo | Ay & 

WE ea) TS | as 

m 5 2 A 3 Fa F, 

ee | 
1 | 90 PhPE./mg | MgCl,-6H,O 0,001 100 | 100 | 100 | 102 
0,01 100 100 100 | 102 
2 desgl. NaF 0,001 37 39 31 44 
0,01 12 12 18,6) 16 
3 desgl. Na,C,9, 0,001 95 | 96 | 100 97 
0,01 84 | 94 70 | 94 
4 desgl. CaCl, “0,001 _ 98 100 103 
0,01 100 98 100 103 
5 desgl. CuSO,-5H,O | 0,0001 s4 | 81 90 | 100 
0,001 38 36 56 89 
6 desgl. KCN 0,001 100 102 100 102 
7 desgl CuSO,-5H,O | 0,001 38 | 48 | 56 97 
l-Ascorbinsiiure}| 0,00113] 36 36 54.) 8&5 

CuSO,-5H,O | 0,001 | | 
+ + 4 0 32 {| 19 

l-Ascorbinsiiure | 0,00113 | 
8 | 80 PhPE./mg | CuSO,-5H,O | 0,001 85 | 38 | 58,6] 97 
Ascorbinsiure | 0,00113] 33 | 34 56,5| 82 

CuSO,-5H,O | 0,001 | | 
+ + 4] 2 36,5} 22 

Ascorbinsiiure | 6,00113 | | 


} 
L 
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Die Zusammenstellung zeigt, dab Fluorid und Oxalat die 
Spaltung bei allen Substraten hemmen, Fluorid stiirker als Oxalat. 
Kupfer scheint insbesondere bei Glycerophosphat und Hexose- 
diphosphat einen Kinflu8 zu haben, kaum. bei Pyrophosphat in 
Konzentrationen bis 0,001 mol. Dieses Verhalten des Kupfers 
kiénnte damit erklirt werden, dab Glycero- und Pyrophosphat von 
zwei verschiedenen Enzymen hydrolysiert werden. Zur Aufklirung 
dieser Frage sind weitere Untersuchungen in Aussicht genommen. 

Versuche iiber den EinfluB von Ascorbinsiiure allein und von 
Ascorbinsiiure + Cu auf die Substratspaltung durch Phosphatase 
haben interessante Ergebnisse geliefert. Ascorbinsaure setzt die 
Leistungsfihigkeit des Ferments herab, gleichzeitiger Zusatz von 
Ascorbinsiure + Cu noch mehr. Der Grad der Inaktivierung ist 
bei den verschiedenen Substraten verschieden, sowohl bei Zusatz 
von Ascorbinsiure allein wie bei Ascorbinsiiure + Cu. Bei Glycero- 
phosphat konnte am Ende der Spaltung Cu,O nachgewiesen werden, 
bei Pyro- und Hexosediphosphat war die Reduktion ‘uBerst 
sering. Aus diesen T'atsachen und den Beobachtungen von Mac- 
farlane?®), der ‘gezeigt hat, daB die Katalyse der Ascorbinsiure- 
oxydation durch Cu durch Zusatz von Cystin, Cystein, Glutathion 
und Diithyldithiocarbamat gehemmt wird, kénnte man den SchluB 
ziehen, daB die verschiedenen Substrate das Vitamin gegen Oxy- 
dation verschieden stark schiitzen. Pyrophosphat mag eine gréBere 
Affinitat zum Metall haben als die Ascorbinsiure und dadurch 
die Aneinanderlagerung der beiden Substanzen verhindern. In 
diesem Zusammenhang sind die Befunde von Pfankuch?*) von 
Interesse. Nach ihm hat Ascorbinsiure keinen EinfluB auf die 
Leistungsfihigkeit der Phosphatase aus Kartoffeln und verhindert 
die Inaktivierung durch Cu bis zu einem gewissen Grade. Das 
mag auch auf noch anhaftende Verunreinigungen bei den Pripa- 
raten zuriickzufiihren sein. Uber die Beziehungen zwischen As- 
corbinsiure, Cu und Phosphatolyse sind Arbeiten im Gange. 


Zusammenfassung. 


Kine hochaktive Phosphatase aus Sojabohnen wurde durch 
Reinigen der rohen waBrigen Extrakte aus dem Pulver der ge- 
keimten Samen erhalten. Das Reinigungsverfahren setzt sich zu- 
sammen aus a) fraktionierter Fallung mit Aceton, b) Lésung der 
stiirkst aktiven Fraktion, c) Entfernung des Begleitmaterials durch 
Willung bei p, 5,0 und d) Dialyse oder Ultrafiltration. Das ge- 
reinigte Priiparat besitzt eine Aktivitit von 105 PhPE./mg fiir 
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Glycerophosphat-Hydrolyse und ist etwa 350 mal wirksamer als 
Es gibt KiweiB- und Kohlenhydrat-Far)- 
Verschiedene Kigenschaften und Beziehungen der | 
Phosphatase sind aufgeklirt, z. B. p,-Optima, spezifisches Ver- 
halten gegeniiber verschiedenen Substraten, Kinflu8 von Vitamin ( 


das Ausgangsmaterial. 
reaktionen. 


und verschiedenen Ionen. 


Der Autor ist Herrn Prof. V. Subrahmanyan fiir sein reges Interess, 


an dieser Arbeit zu Dank verpflichtet. 
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Komplexchemische Methode 
zur relativen Konfigurationsbestimmung 
der natiirlichen ¢-Aminosauren. 

Von 
P. Pfeiffer und W. Christeleit. 


Mit 9 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Bonn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1936.) 


Im Jahre 1908 berichten EK. Fischer und kK. Raske}!), daB 
es ihnen gelungen ist, das natiirliche rechtsdrehende Alanin, 
das natiirliche linksdrehende Serin und das natiirliche links- 
drehende Cystein in eindeutige experimentelle Beziehung zu- 
einander zu bringen, so dab diese 3 KiweiBbausteine ein und 
demselben Konfigurationstypus angehéren. Spiiter haben P. Karrer 
und seine Mitarbeiter?) die Fischer-Raskeschen Versuche weiter 
ausgebaut und im wesentlichen folgende Resultate erzielt: 

Mit den 3 Fischer-Raskeschen Aminosiuren wurden die 
KiweiBbausteine (—)Asparaginsiure, (+)Norleucin und 
(+)Norvalin experimentell verkniipft und so ihnen konfigurativ 
angeschlossen. Dann wurde auf Grund optischer Beziehungen 
verschiedenster Art gezeigt, daB dieser Aminosiuregruppe I auch 
die natiirlichen Aminosiuren (—)Leucin, (+) Valin, (+)Orni- 
thin, (+)Lysin und (+)Glutaminsiure angehéren. 

Kine zweite Gruppe natiirlicher Aminosiuren bilden nach 
Karrer die aromatischen Siuren (—)Phenylalanin, (—)Tyrosin 
und (—)Dioxyphenylalanin; sie konnten auf experimentellem 
Wege aufeinander bezogen werden. 

Zu einer dritten geschlossenen Gruppe miissen wir nach 
Karrer die Aminosiuren (—)Prolin und (—)Hygrinsaure und 
die Alkaloide (—)Stachydrin und (—) Nicotin rechnen. 


1) Ber. chem. Ges. 41, 493 (1908). 

*) Helvet. chim. Acta 6, 411, 957 (1923); 8, 360 (1925); 9, 301, 323 
(1926); 13, 50, 1281 (1930); vgl. auch E. Waser u. M. Lewandowski, 
Helvet. chim, Acta 4, 657 (1921) und W. Langenbeck, Ber. chem. Ges. 58, 


227 (1925), 
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Zwischen diesen 3 Gruppen von @-Aminosiiuren lieBen sich 


bisher keine direkten experimentellen Beziehungen herstellen: 
immerhin weisen vergleichende Drehungsmessungen der Amino. 
siuren und ihrer Derivate daraufhin, daB sie wohl alle den 
gleichen Konfigurationstypus entsprechen. 

Im folgenden soll nun gezeigt werden, daB sich die kon- 
figurative Zusammengehdrigkeit der natiirlichen Aminosiiuren, 
mégen sie nun die Polarisationsebene des Lichtes nach recht: 
oder links drehen, besonders anschaulich auf komplex-chemischen 
Wege beweisen 1iBt. 

Unsere Methode hat sich aus einer in den letzten Jahren 
im Bonner Institut durchgefiihrten eingehenden Untersuchung 


bi- und tricyclischer Komplexsalze der Typen: 
) Nom ae \ / \__o Giunut ~ \ 
ave \Me/ — und poe \ Me/ Src 
C=N’ ‘“N=C C=N’ ‘N=C/ 
R R R R > 62 


entwickelt?). Nachdem die Konstitution dieser Verbindungen sicher- 
gestellt war, wurde versucht, die riumliche Lagerung der 4 Liganden 
um die zentralen Metallatome zu ermitteln. Um dieses Ziel zu 
erreichen, wurden asymmetrische C-Atome in die Komplexmolekiile 


eingebaut und so Verbindungen der folgenden Art aus Salicyl- | 


aldehydkupfer und optisch-aktiven Diaminen: 
/ —_ ) ( a 4 . - & — | O om 
i i a i sa a 4 
CH=N’  ‘N=HC/ CH=N° “N=HC/ 
| | | | 
CH,-—CH CH, CH, 
| | | 
CH, CH,—CH 
bn, usw, 


synthetisiert. Dabei hat sich folgendes herausgestellt: Die tiet- 
farbigen komplexen Kupfersalze mit asymmetrischem C-Atom 
im Molekil zeigen ausgesprochene anomale Rotationsdispersion 
im sichtbaren Teil des Spektrums; sie miissen daher ein asym- 
metrisches Kupferatom enthalten, indem nur ein solches, bedingt 
durch die Art seiner Lichtabsorption, unseren ,,Cottoneffekt“ her- 
vorrufen kann. Beriicksichtigt man nun die Tatsache, daB bei 


1) Uber diese Untersuchung wird demnichst an anderer Stelle berichtet. 
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der Darstellung der komplexen Kupfersalze aus Salicylaldehyd 
und aktiven Diaminen nicht etwa ein Gemisch isomerer Ver- 
bindungen der Typen dD und dL entsteht (d = eingebautes asym- 
metrisches C-Atom, D und L= Antipodenformen des asymmetrischen 
Cu-Atoms), sondern eine ganz einheitliche Verbindung, so muf 
man schlieBen, daB sich unter dem Einflu8 des asymmetrischen 
Kohlenstoffatoms Stabilitiitsunterschiede der beiden Formen des 
asymmetrischen Kupferatoms ausbilden. Eine bestimmte Konfigu- 
ration des asymmetrischen C-Atoms ruft also eine bestimmte Kon- 
figuration des asymmetrischen Cu-Atoms hervor. DaB sich hierbei 
eine volle tetraedrische Gruppierung der 4 Liganden um das zen- 
trale Kupferatom ausbildet, ist sehr unwahrscheinlich. Zur Er- 
klirung der beobachteten Erscheinungen geniigt die Annahme 
einer bestimmten Gleichgewichtslage, die irgendwo zwischen der 
planen und voll-tetraedrischen liegt. 

Das Ergebnis dieser Versuche legte den Gedanken nahe, die 
innern Kupferkomplexsalze der natiirlichen @-Aminosiuren vom 
'Typus 


OC—O O—CO 
| | Scud 
RH,C—HC—N-’ *<N—CH—CH,R 
H, H, 


eingehend optisch zu untersuchen, zumal schon J. Lifschitz') 
gefunden hatte, daB (-+) Alanin-kupfer einen starken Cottoneffekt 
im sichtbaren Teil des Spektrums besitzt. Wir konnten den Be- 
jund von Lifschitz bestitigen und dariiber hinaus feststellen, 
daB, wie zu erwarten war, die Kupfersalze der natiirlichen 
g-Aminosiuren ganz allgemein ausgesprochene anomale Rotations- 
dispersion zeigen. 

Die entsprechenden Nickelsalze sind im allgemeinen in 
Wasser allzu schwer léslich, um bei ihnen Drehungsmessungen 
durchfihren zu kénnen. Nur beim (+) Alaninnickel fiihrte die 
Untersuchung zum Ziel; auch bei diesem Salz ist die Rotations- 
dispersion anomal?): 

EKbenso wie bei den innerkomplexen Kupfersalzen der Oxy- 
aldimine (vgl. weiter oben) werden wir auch bei den blauvioletten 
Kupfersalzen der Aminosiuren den Cottoneffekt im sichtbaren 


Teil des Spektrums auf das Vorhandensein eines asymmetrischen 


Kupferatoms zuriickfithren, da ja dieser Effekt aufs engste mit 
der Lichtabsorption eines Asymmetriezentrums zusammenhingt. 


') Z. physik. Chem. 114, 491 (1925). 
*) J. Lifschitz konnte keine anomale Rotationsdispersion feststellen. 
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Besondere Versuche haben nun gezeigt, daf bei der Ent- 
stehung der Kupfersalze der aktiven «-Aminosiiuren trotz der 
Ausbildung eines neuen Asymmetriezentrums, eben des aktiven 
Kupferatoms, stets nur eine einzige Verbindung auftritt}). Daraus 
folgt, daB auch hier durch ein asymmetrisches C-Atom bestimmter 
Konfiguration eine ganz bestimmte Konfiguration des asymmetri- 
schen Cu-Atoms stabilisiert wird. Dann liegt aber der SchluB nahe. 
daB nahverwandte asymmetrische C-Atome  iibereinstimmendey 
Konfiguration stets ein und dieselbe Konfiguration des asymme- 


trischen Cu-Systems: 0 O 
\ y 
( ‘Cug ) 
N- “N 


bedingen werden. Finden wir nun bei der Messung der Drehwerte 
der komplexen Kupfersalze der natiirlichen Aminosiiuren eine weit- 
gehende Ubereinstimmung im Bau der Cottonschleifen, die ja das 
asymmetrische Cu-Atom charakterisieren’), so haben die asymme- 
trischen Kupferatome tibereinstimmende Konfiguration; dann folgt 
aber auch fiir die angewandten aktiven Aminosiuren, deren asymme- 
trische C-Atome die Aktivierung der CuO,N,-Gruppen hervor- 
gerufen haben, gleicher konfigurativer Bau. 

Wir haben nun zunichst die Drehwerte der Kupferkomplex- 
salze der optisch-aktiven Aminosiiuren: 


(++) Alanin-kupfer (+) Valin-kupfer 
(—) Leucin-kupfer (—) Asparaginsiiure-monoiithylester-kupter, 


die alle der Gruppe I angehéren, niher untersucht. Diese vier 
Aminosiuren geben Cottonschleifen, die in ihrem Typus weit- 
gehend iibereinstimmen (vgl. die Kurven am Schlusse der Abhand- 
lung). Stets steigen die Drehwerte, die zuniichst positiv sind, beim 
Ubergang vom kurzwelligen zum langwelligen Licht stark an, 
erreichen ein Maximum, fallen dann wieder ab und gehen unter 
der Nullinie zu negativen Betriigen iiber (negativer Cottoneffekt! 
Die maximalen Drehwerte liegen bei den 4 Aminosiuren bei nur 
wenig voneinander abweichenden Wellenliingen (zwischen 518 und 


1) Kine Durchfraktionierung des gesamten aus 1(+) Valin erhaltenen 
Kupfersalzes ergab keine Anzeichen des Vorliegens zweier isomerer Formen. 
Die Drehwerte der einzelnen Fraktionen waren innerhalb der Versuchsfebler 
identisch. 

2) Man miiBte eigentlich von den erhaltenen Drehwerten der Cu-Salze 
die auf die asymmetrischen C-Atome entfallenden Drehbetriige abziehen: 
doch wiirde eine Beriicksichtigung dieser Drehwerte, die relativ klein sind, 
den Charakter der Kurven nicht indern. 
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535 mu) und auch die Durchgangspunkte auf der Nullinie liegen 
nahe beieinander, zwischen 551 und 604 my). 


Zur Kontrolle unserer Werte haben wir beim Valin auch 
die Drehwerte des (—) Valinkupfers bestimmt und festgestellt, dab 
seine Cottonkurve genau entgegengesetzt der Kurve des Kupfer- 
salzes des natiirlichen (+) Valins verliuft. Dem Maximum der 
Kurve des (+) Valinkupfers bei 524 mu entspricht das Minimum 
der Kurve des (—) Valinkupfers bei 516 mu; der Durchgang durch 
die Nullinie erfolgt beim (—) Valinkupfer bei 585 mu, bei seinem 
Antipoden bei 586 mu. Die Ubereinstimmung ist also durchaus 
befriedigend, 

Zu den natiirlichen Aminosiuren der Gruppe I gehért auch 
das (—)Serin. Da uns nur der Antipode, das (+-)Serin, zur Ver- 
figung stand, so haben wir mit dem Kupfersalz dieser Amino- 
siure unsere Messungen durchgefiihrt und, wie zu erwarten, eine 
anomale Rotationsdispersion gefunden, die ganz der des (—) Valin- 
kupfers, des Antipoden des Kupfersalzes des natiirlichen Valins 
entspricht. Das Minimum der Kurve liegt bei 521 mu, der Durch- 
sto} durch die Nullinie bei 595 mu. 


Aus all diesen Messungen miissen wir den Schlu8 ziehen, 
daB in den Kupfersalzen der natiirlichen e#-Aminosiuren der 
Gruppe I die Gruppierungen CuO,N, gleichen asymmetrischen 
Bau haben und daB dementsprechend auch bei den asymmetri- 
schen C-Atomen dieser Verbindungen iibereinstimmende Konfigu- 
ration herrscht, ganz in Ubereinstimmung mit den Resultaten von 
Fischer und Karrer. 

Fiir das bisher noch nicht untersuchte natiirliche (+) Iso- 
leucin wurde das gleiche Resultat gefunden. Der Cottoneffekt 
seines Kupfersalzes entspricht ganz dem des natiirlichen (—) Leu- 
cin-kupfers. 

Von der zweiten Gruppe der natiirlichen a@-Aminosauren 
haben wir uns naiher (—) Phenylalanin und (—)Tyrosin angesehen. 
Die Kupfersalze dieser Aminosiiuren zeigen ebenfalls ausgespro- 
chenen Cottoneffekt und geben Kurven, deren Werte fast zu- 
sammenfallen (vgl. die Kurventafeln). Besonders wichtig aber ist 
(ie Tatsache, daB die Kurven in ihrem Typus so weitgehend denen 
der Kupfersalze der Aminosiuren der Gruppe I entsprechen, daB 
Maxima und Durchsto8punkte durch die Nullinie nahe beieinander 
liegen, obgleich doch in den Aminosiiuren der Gruppe II aroma- 
tische Reste enthalten sind. 
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Die natiirlichen Aminosiiuren der Gruppen I und II gehérey 
demnach aufs engste zusammen, sie entsprechen dem gleichey 
Konfigurationstypus. 

Die wichtigste Aminosiure der Gruppe III, das (—) Prolin, 
unterscheidet sich in seiner Konstitution dadurch wesentlich yon 
den iibrigen Aminosiiuren, da8 in ihm keine primire, sondern 
eine sekundire Aminogruppe enthalten ist. Das iuBert sich 2. 
naichst darin, daB das (—)Prolin-kupfer eine andere Farbe ak 
die Kupfersalze der Aminosiuren mit primiren Aminogruppen 
besitzt. Es ist weit violettstichiger gefirbt als die blau-violetter 
iibrigen Kupfersalze. Man kann daher nicht erwarten, daB dic 
Cottonkurve des (—)Prolin-kupfers in der Lage des Maximuns 
und des Durchgangspunktes durch die Nullinie genau den bisher 
erwaihnten Cottonkurven entspricht. Immerhin stellt sich aber 
heraus (vgl. die Kurventafel), daB der ganze Charakter de 
Prolinkupfer-Kurve durchaus dem der Kurven der iibrigen Kupfer- 
salze entspricht. Der Hauptunterschied ist der, dab die Kurve 
des Prolinkupfers gegeniiber den iibrigen nach rechts verschoben f 
und stark gesenkt erscheint; auch ist bei gréBeren Wellenlangen 
noch ein Minimum vorhanden. 

Zusammenfassend miissen wir also den Schlu8 ziehen, dab 
alle von uns untersuchten KiweiBbausteine, gleichgiiltig ob sie der 
Gruppe I, II oder III angehéren, einen und denselben Konfigura- 
tionstypus besitzen, einen T'ypus, den wir iibereinkunftsgemiB als 
den 1-Typus bezeichnen. Wir kommen so auf einem neuen Wege, } 
mit Hilfe der Komplexverbindungen, zu dem gleichen Ergebnis f 
wie Fischer und vor allem Karrer. 

Die Versuche werden fortgesetzt und auf andere Verbindungs- 


reihen iibertragen. 








T ’ 4 
Versuchsteil. 
Da wir fiir unsere Messungen besonders reine Kupfersalze brauchten. 
so wurden sie simtlich — auch wenn sie schon bekannt waren — sorg- 


filtig auf ihre Reinheit gepriift und vor den Bestimmungen der Drehwerte 
von uns mikroanalytisch durchanalysiert. 


A. Kupfersalze. 

1. 1(+) Alanin-kupfer. Eine wiBSrige Lésung von 1(+) Alanin wird 
mit einem Uberschu8 von Kupfercarbonat einige Minuten lang zum Sieden 
erhitzt. Dann wird filtriert und das Filtrat solange im Vakuum iiber kon- 
zentrierter Schwefelsiiure eingedunstet, bis eben eine Krystallisation ein- 
setzt. Nun wird die Lésung mit einem Drittel ihres Volumen an Propy!- 
alkohol versetzt und zum Sieden erhitzt. Beim Abkiihlen krystallisiert das 
Kupfersalz bald aus. Ausbeute nahezu quantitativ. Blauviolette, lange, 
flache Prismen mit schiefer Basis, die sich ziemlich leicht in Wasser, schwer 
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‘in Alkoholen (in den héheren schwerer als in den niedrigeren) lésen, un- 
jislich in Ather sind. Die Rotationsdispersionskurve zeigt einen nega- 


tiven Cottoneffekt; das Maximum der Kurve liegt bei etwa 518 mu, der 
Schnittpunkt mit der Nullinie bei etwa 578 mu. 


Analyse des lufttrocknen Priparats. 


9,931 mg Subst. verloren bei 100° i. V. 0,010 mg H,O. 
C,H,,O,N,Cu = Ber. Cu 26,52 N 11,69 Gef. Cu 26,73 N 11,82. 


2a) d,l-Valin-kupfer. Man kocht 0,5 g Valin mit etwa 300 cem 
Wasser und einem Uberschu8 an Kupfercarbonat, filtriert und dunstet das 
Filtrat solange auf dem Wasserbad ein, bis eben eine Krystallisation ein- 
setzt und die Ausscheidung mit wenig heifem Wasser wieder in Lésung 
gebracht werden kann. Beim Abkiihlen krystallisiert dann das Kupfersalz 
aus; aus dem Filtrat kénnen noch weitere Mengen an Kupfersalz isoliert 
werden. Ausbeute etwa 90°/, d. Th. Ultramarineblaue, groBe Tafeln mit 
rhombischen Umrissen. Zur Analyse Trocknen des Salzes im Vakuum 
bei 80°. 

Co Ho90,N,Cu Ber. Cu 21,49 gef. Cu 21,38. 

2b) 1(+) Valin-kupfer. Die Darstellung dieses Salzes entspricht der 
der racemischen Verbindung der Reihe. Umkrystallisieren des Salzes aus 
lauwarmem Wasser. Seine Farbe und seine Krystallform entsprechen denen 
des Racemats, Das Salz zeigt negativen Cottoneffekt. Das Maximum der 
Kurve liegt bei etwa 524 my, die Nullinie wird bei etwa 585 mu geschnitten. 


Analyse des lufttrocknen Salzes. 
12,826 mg Subst. verloren im Vakuum bei 80° 0,707 mg H,0O. 


C19H.,0,N,Cu, H,O Ber. Cu 20,26 N 8,93 H,O 5,74 
Gef. ,, 2043 ,, 8,84 » 5,1. 


2c) d{—]Valin-kupfer. Die Darstellung und die Eigenschaften 
dieses Salzes entsprechen denen der 1-Verbindung. Um brauchbare optische 
Werte zu erhalten, muBte das Salz mehrfach aus heiBem Wasser umkry- 
stallisiert werden. Das Salz zeigt den Cottoneffekt. Das Minimum der 
Kurve liegt bei etwa 516 mu; die Nullinie wird bei etwa 586 mu geschnitten. 


Analyse der lufttrocknen Substanz. 

5,943 mg Subst. verloren bei 100° i. V. 0,339 mg H,O. 

C,,H,,0,N,Cu+H,O Ber. Cu 20,26 N 8,93  H,0O 5,74 
Gef. ,, 20,44 9, 9,19 oo ee 


3. 1(—) Leucin-kupfer. Frisch gefiilltes, sorgfiltig ausgewaschenes 
Kupferhydroxyd wird in eine siedende Lésung von | (—)Leucin in Wasser 
eingetragen. Nach kurzem Kochen wird filtriert und der Riickstand mehr- 
fach mit Wasser ausgekocht. Die vereinigten Filtrate werden eingedampft, 
bis in der Hitze die Ausscheidung von Leucin-kupfer beginnt. Beim Ab- 
kiihlen krystallisiert dann der gré8te Teil des Kupfersalzes aus. Aus dem 
Filtrat 1aBt sich durch Eindampfen noch weiteres Kupfersalz erhalten. 
Ausbeute sehr gut. Das Salz krystallisiert in hellblauen, seidengliinzenden, 
unregelmiBig gestalteten, glimmerartigen Blittchen. Sehr schwer ldslich 
in kaltem Wasser, unlislich in den gebriuchlichen organischen Lésungs- 
mitteln. 100 cem Wasser lésen bei Zimmertemperatur etwa 8,13 mg des 
14* 
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Kupfersalzes. Die gesiittigte wibrige Lésung diente zur Bestimmung dey 
Rotationsdispersion. — Die Dispersionskurve zeigt einen negativen Cotton. 
effekt; das Maximum liegt bei etwa 535 mu, die Nullinie wird bei etw, 
604 mu geschnitten. 

Zur Analyse Waschen mit Methylalkohol und Ather und Trockner 
im Vakuum bei 100°. 
C.2H,,O,N,Cu Ber. Cu 19,63 N 8,65 Gef. Cu 19,61 N 8.68, 


4. 1,(+)Isoleucin-kupfer. 0,5 ¢ Isoleucin werden mit 300 cem Wasser 
und einem Uberschu8 an Kupfercarbonat gekocht. Das Filtrat wird au: 
dem Wasserbad auf 100 ccm eingedampft, worauf beim Abkiihlen das 
Kupfersalz auskrystallisiert. Ausbeute nahezu quantitativ. Tiefviolettblaue, 
groBe Tafeln, die 1 Molekiil Wasser enthalten. Das getrocknete Salz ist 
etwas violettstichiger als das Hydrat. Der Cottoneffekt ist negativ. Das 
Maximum der Dispersionskurve liegt bei etwa 522 mu, die Nullinie wird 
bei 583 mu geschnitten. 

C,.H,,0,N,Cu, H,O Ber. Cu 18,60 H,O 5,27 Gef. Cu 18,61 H,O 5,14, 

5. 1(—) Phenylalanin-kupfer. Man kocht 0,5 g 1 (—) Phenylalanin 
mit 800cem Wasser und einem Uberschu8 an Kupfercarbonat, filtriert und 
lift erkalten. Das Kupfersalz krystallisiert dann in violettblauen, ziemlich 
groBen, glimmerartigen Blittchen aus. Ausbeute etwa 80°/, d. Th. Das 
Salz zeigt negativen Cottoneffekt. Das Maximum der Kurve liegt bei etwa 
522 mu; die Nullinie wird bei etwa 583 mu geschnitten. 

C,,H.,O,N.Cu Ber. Cu 16,23 N 7,15 Gef. Cu 16,39 N 7,31. 

6. 1 (—) Tyrosin-kupfer. Man kocht 0,5g Tyrosin mit Wasser und 
einem Uberschu8 an Kupfercarbonat, filtriert und dampft das Filtrat au! 
dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation ein. Beim Abkiihlen 
krystallisiert dann das Kupfersalz in violettblauen, schmalen Prismen aus. 
Ausbeute sehr gut. Das Salz zeigt negativen Cottoneffekt; das Maximum 
der Kurve liegt bei etwa 522 mu, die Nullinie wird bei etwa 596 mu 
geschnitten. 

C,,H,,O,N,Cu Ber. Cu 15,00 N 6,61 Gef. 

7. d(+)Serin-kupfer. d,l-Serin wurde nach den Angaben von 
Fischer’) iiber das Chininsalz des p-Nitrobenzoylderivats in seine optischen 
Antipoden getrennt. Die erhaltene Ausbeute an d(+) Serin entsprach der 
von Fischer angegebenen. 

Man kocht 0,15 g d(+) Serin in wenig Wasser mit einem Uberschul 
an Kupfercarbonat, filtriert und dampft das Filtrat im Vakuum iiber Chlor- 
calcium bei gew6hnlicher Temperatur bis auf wenige ccm ein. Dann ver- 
setzt man die klare Lésung mit soviel Athylalkohol, daB eben noch keine 
Triibung eintritt. Bei lingerem Stehen bei —15° krystallisiert das gesuchte 
Kupfersalz in blauvioletten, langen, spieBigen Nidelchen aus. Waschen 
mit Alkohol und Ather und Trocknen im Vakuum bei 80°. 

Das Salz zeigt ausgesprochenen Cottonefiekt; das Minimum der Kurve 
liegt bei etwa 520 mu, die Nullinie wird bei etwa 595 mu geschnitten. 


C,H,,O,N,Cu Ber. Cu 23,40 N 10,31 Gef. Cu 23,24 N 10,20. 


Cu 14,73 N 6,52. 





') Ber. chem. Ges. 39, 2942 (1906). 
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8. Kupfersalz des 1(—) Asparaginsaure-monoathylesters. Der 
Asparaginsiiuremonoithylester wurde im wesentlichen nach den Angaben 
von Piutti und Maglis') dargestellt. In eine Aufschlimmung von 4g fein 
pulverisierter Asparaginsiure in 100 ecm Athylalkohol wurde ein schneller Strom 
von Chlorwasserstoff eingeleitet. Unter ziemlich starker Wirmeentwicklung 
ging die Asparaginsiiure in Lésung. Nachdem alle Siure gelést war, wurde 
das Reaktionsgemisch in Eis gestellt und mit Chlorwasserstoff gesiittigt. 
Es krystallisierte dann allmahlich das Hydrochlorid des Monoithylesters 
aus. Das Rohprodukt wurde aus der 8fachen Menge Athylalkohol, der 
einige Tropfen alkoholischer Salzsiiure zugesetzt waren, umkrystallisiert. 
Aus dem Filtrat der ersten Krystallisation wurde auf Zusatz von Ather 
eine zweite Ausbeute an Ester-hydrochlorid erhalten. Ausbeute 2,7 g¢ um- 
krystallisiertes Ester-hydrochlorid aus 4,0 g Asparaginsiure. Trocknen des 
Hydrochlorids iiber Kali und Chlorcalcium. 

C,H,,0,NCl Ber. N 7,09 Gef. N 7,18. 

Zur Darstellung des Kupfersalzes versetzt man eine Lésung des Ester- 
hydrochlorids in einer zur Neutralisation des Chlorwasserstoffs gerade aus- 
reichenden Menge n/10-Natronlauge mit einer konzentrierten wiiBrigen 
Lisung eines kleinen Uberschusses an Kupferacetat und gibt zu diesem 
Gemisch das 5fache Volumen an Propylalkohol. Nach eintigigem Stehen 
bei — 10° krystallisiert das rohe Kupfersalz aus. Es wird aus wenig hei8em 
Wasser unter Zusatz von Propylalkohol umkrystallisiert. Hellblau-violette 
undeutliche Krystalle. 

Das Salz zeigt negativen Cottoneffekt; das Maximum der Kurve liegt 
bei etwa 520 mu. Die Nullinie wird bei etwa 551 mu geschnitten. 


Cio HygQO,N,Cu Ber. Cu 16,57 N 7,30 Gef. Cu 15,77 N 7,35. 


9. 1(—) Prolin-kupfer. Man kocht 0,3 g Prolin mit wenig Wasser 
und einem Uberschu8 an Kupfercarbonat, filtriert, dunstet im Vakuum iiber 
Chlorealeium zur Trockene ein und krystallisiert den Riickstand aus Propyl- 
alkohol um. Violette, undeutliche Krystalle, die sich in Wasser und in 
Alkoholen lésen, in den ibrigen gebriiuchlichen Lésungsmitteln aber un- 
lislich sind. Das Salz ist hygroskopisch; es wurde zur Analyse im Vakuum 
liber Phosphorpentoxyd und A-Kohle getrocknet. 

Das Salz zeigt ausgesprochenen Cottoneffekt. Das Maximum der Kurve 
liegt bei etwa 486 mu, das Minimum bei etwa 575 mu, der Schnitt der Kurve 
mit der Nullinie zwischen Maximum und Minimum bei etwa 512 mu. 


C,,H,;,0,N,Cu Ber. Cu 21,79 N 9,60 Gef. Cu 21,88 N 9,39. 


B. Nickelsalze. 


la) d,l-Alanin-nickel. Eine wiBrige Lésung von d,l-Alanin wird 
mit einem Ubersehu8 von Nickelearbonat einige Minuten lang zum Sieden 
erhitzt. Das Filtrat des Reaktionsgemisches wird solange eingedampft, bis 
die Krystallisation des Alaninnickels einsetzt; dann wird mit dem doppelten 
Volumen an Athylalkohol versetzt. Das auskrystallisierte Salz wird abfiltriert, 
mit Alkohol und Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. Ausbeute 
nahezu quantitativ. — Das Salz krystallisiert in hellblauen, ziemlich langen 


) Gazz. chim. Ital. 36, IT, 738 (1906). 
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Prismen, die vier Molekiile Wasser enthalten; das wasserfreie Salz ist griin 
lich-blau gefirbt. Alanin-nickel list sich in nennenswerter Menge nur in 
Wasser und Methylalkobol; aus der wiBrigen Lésung wird das Nickel durch 
Diacetyldioxim ohne weiteres gefillt; Eisessig zersetzt die Verbindung. 
Lufttrocknes Salz. 
0,1570 g Subst. verloren bei 110° 0,0371 g H,O. 
C,H,,.0,N,Ni, 4H,O Ber. 23,48 H,O Gef. 23,63 H,0O. 
W asserfreies Salz. 
C,H,,.0,N,Ni Ber. Ni 24,99 N 11,93 Gef. Ni 24,94 N 11,98. 


1b) 1(+)Alanin-nickel. Man erhitzt eine wiBrige Lésung von | 


1(+) Alanin einige Minuten lang auf dem Wasserbad mit iiberschiissigem 


Nickelearbonat, filtriert, dunstet das Filtrat im Vakuum bei gewéhnlicher f 


Temperatur bis auf wenige Kubikzentimeter ein, versetzt die klare Lésung 
mit dem 5fachen Volumen an Propylalkohol und erhitzt auf 80°. Beim 
Abkiihlen krystallisiert das Nickelsalz aus. Waschen mit Propylalkoho! 
und Ather und Trocknen an der Luft. Ausbeute fast quantitativ. 

Das Nickelsalz krystallisiert mit vier Molekiilen Wasser in blauen, 
groBen, monoklinen nach rechts orientierten Prismen. Das wasserfreie Salz 
ist griin-blau gefiirbt. Die Léslichkeitsverhiltnisse entsprechen denen des 
Racemats. Die Rotationsdispersionskurve zeigt einen negativen Cottoneffekt; 
das Maximum liegt bei etwa 520 mu, das Minimum bei etwa 580 mu. Die 
Drehung des Salzes fndert sich irreversibel, wenn bei seiner Auflésung 
erwirmt wird. 


Lufttrocknes Salz. 
0,2421 g Subst. verloren im Vakuum bei 100° 0,0571 g H,O. 
C,H,,0,N,Ni, 4H,O Ber. H,O 23,48 Gef. H,O 23,59. 
Wasserfreies Salz. 
C,H,,.0,N,Ni Ber. Ni 24,99 N 11,93 Gef. Ni 25,10 N 12,03. 
Drehungsmessungen: Die Konzentrationen der angewandten Nickel 
salzlésungen lagen zwischen 50—‘0 mg Alanin-nickel-tetrahydrat in 10 ccm 


Wasser '); gemessen wurde bei Zimmertemperatur. Die angefiihrten Drehungs 
werte sind Mittelwerte von zahlreichen Versuchen. 


Molardrehungen in Graden: Wellenlingen in mu: 
+ 109° ATT 
+ 118° 493 
+ 130° 512 
+ 131° 533 
+ 123° 058 
+ 117° 589 
+ 187° 627 
+ 159° 689 


1) Innerhalb dieser Grenzen ist die GréBe der Konzentration ohne 
wesentlichen Einflu8 auf den Wert der molaren Drehung. 
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2. 1(+) Isoleucin-nickel. Man erhitzt 0,5 g Isoleucin in wiBriger 
Lisung einige Minuten lang auf dem Wasserbad mit einem Uberschu8 an 
Nickelearbonat, filtriert und dunstet zur Krystallisation bei 40° ein. Blau- 
griine, meist zu Biischeln angeordnete, wohl rhombische Krystalle. Das 
Salz ist sehr wenig léslich in Wasser; beim Kochen mit Wasser scheidet 
sich ein heller, flockiger Niederschlag aus. 

Zur Analyse trocknen bei 100° im Vakuum. 


(,,H,,0.NzNi_ Ber. Ni 1840 N 8,79 Gef. Ni 18,06 N 8,77. 


3. 1(—) Phenylalanin-nickel. Man kocht 0,5 g Phenylalanin und 
0,5 ¢ Nickelearbonat einige Minuten lang mit 50 cem Wasser, versetzt mit 
| Liter Wasser, erhitzt wieder zum Sieden und filtriert. Beim Abkiihlen 
scheidet sich das Nickelsalz in hellblauen, oft zu Biischeln verwachsenen 
Quadern aus. Ausbeute etwa 80°/,. Sehr schwer léslich in Wasser. 


Lufttrocknes Salz. 
9,213 mg Subst. verloren im Vakuum bei 100° 0,237 mg H,0O. 
C,,H,.O,N,Ni, */,H,O Ber. H,O 2,28 Gef. H,O 2,57. 


W asserfreies Salz. 
C,,Hy,0,N-Ni Ber. Ni 15,17 N 724  Gef. Ni 15,30 N 1,54. 


4. 1(-—) Tyrosin-nickel. Man erhitzt eine Lésung von 0,5 g Tyrosin 
in 100 cem Wasser kurze Zeit auf dem Wasserbad mit einem Uberschu8 
an Nickelearbonat, filtriert und kocht den Riickstand solange mit kleinen 
Mengen Wasser aus, bis die Filtrate nicht mehr blaugriin gefiirbt sind. 
Dann versetzt man die vereinigten Filtrate in der Wirme mit dem gleichen 
Volumen an Athylalkohol, worauf nach einiger Zeit das Tyrosin-nickel aus- 
krystallisiert. Hell-blaugriine Niidelchen; sehr schwer léslich in Wasser. 


Lufttrocknes Salz. 
12,053 mg Subst. verloren beim Erhitzen 1,173 mg H,0O. 
C,3H,.0,N,Ni, 2'/, H,O Ber. 9,71 Gef. 9,73°/, H,O. 


Wasserfreies Salz. 
C,,H,,0,N,Ni Ber. Ni 14,01 N 6,69 Gef. Ni 14,15 6,69. 


C. Drehungsmessungen. 


Die polarimetrischen Messungen wurden mit einem Landoltschen 
Drittelschattenapparat der Firma Schmidt & Haensch, Berlin, ausgefiihrt. 
Das Instrument hatte eine in Viertelgrade geteilte Gradscheibe und zwei 
Nonien, mit denen man 0,01° ablesen konnte. 

Als Lichtquelle fiir den Monochromator des Apparates diente eine 
Spiraldrahtlampe. Die Einstellung der Wellenliingen erfolgte mit einer Mikro- 
meterschraube, deren Skala mit Hilfe einer Eichkurve auf Wellenlingen um- 
gerechnet werden konnte. 

Die Brauchbarkeit des Monochromators wurde rein empirisch da- 
durch gepriift, da8 die Rotationsdispersion einer optisch-aktiven Substanz 
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gemessen wurde, deren Drehvermégen zuverliissig bekannt war. Als Test- 
substanz diente Seignettesalz, dessen Rotationsdispersion durch C.W.Winter') 
sorgfiltig bestimmt worden ist. Die Ubereinstimmung war sehr gut; sie 
geniigte den Anforderungen, die wir an die Messungen stellen mubBten. 


Die Fehlergrenzen bei den Messungen sind verhiiltnismaBig weit, weil 
die MeBlésungen wegen der ziemlich intensiven blauen Farbe der Kupfersalz. 
lésungen sehr verdiinnt sein mu8ten. Die Konzentrationen der MeBlésungen 
betrugen meistens etwa 6—8 mg Substanz in 10 cem Lésungsmittel (inner- 
halb dieser Grenzen ist die Molardrehung fast unabhiingig von der Kon. 
zentration); die ablesbaren Drehwinkel waren daher selten gréBer als 0,1°. 
Um die MeBfehler méglichst klein zu machen, wurde jeder einzelne Dreh- 
winkel als Mittel aus 10—20 Einzelmessungen berechnet, die sogar in vielen 
Fallen mit Lésungen verschiedener Konzentration bestimmt wurden. Bein 
Vergleich der Drehwerte der beiden Antipoden von Valin-kupfer stellte 
es sich heraus, daB der Fehler im allgemeinen 0,01° nicht iiberstieg, ein 
fiir unsere Zwecke geniigend genaues Resultat. 


Als Lésungsmittel diente in allen Fallen Wasser: die Lésungen wurden 
simtlich bei Zimmertemperatur (18—22°) gemessen. 











Wellen- Mittlere Molardrehungen in Graden 

liangen |—— hon ae , a 
in mu 1 2b | 2e¢ 3 4 4 = > 3 4 8 9 
463,5 | | 470 


ATT + 75 +280 —350 —145 +290/+ 365)/+ 590 — 80 + 20|)—440 
484,5 | | | | — 395 
493 + 90 |}+420 —440 + 90 +380;)+ 415 + 730 —180)+ 64 |—405 
512 +135 | +480 |—490/+215 +520'+ 470+ 930 —200)+100 —495 
522 +155 | +520 | —495 | (+550) + 535 + 970 —220 | +125 | 

533 +120 '+500 —400 +485 +510)+ 435 + 930 —205 + 95) —625 
558 + 65 | +310 |—270|+290 +270|+ 310 + 660'—175|)— 50 |—820 





572,5 | | — 900 
589 — 35'— 40 + 20/4145 — 70/+ 15+ 130,— 35)—180 |—875 
607 | | | — 220 | 

627 —180 —460 +420 —235 —585 — 605 — 640)/4170 | —260 |—575 
654 — 265 | (+620 | | +285 | — 335 | —380 
689 —690|+710 |—740 —860 |—1090'— 1280 +425 |— 875 | - 80 


In dieser Tabelle gelten die Zahlen der Kolonnen 1—9 fir folgende 
Verbindungen: 


1: 1(+) Alanin-kupfer. 6: 1(—) Tyrosin-kupfer. 

2b: 1(+) Valin-kupfer. 7: d(+) Serin-kupfer. 

2c: d(—) Valin-kupfer. 8: 1(—) Asparaginsiure - monoithy]- 
3: 1(—) Leucin-kupfer. ester-kupfer. 

4: 1(+) Isoleucin-kupfer. 9: 1(—) Prolin-kupfer. 

5: 1(—) Phenylalanin-kupfer. 





) Z. physik. Chem. 41, 161 (1902). 
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Die quantitative Verteilung der Ascorbinsdure 
im wachsenden Gerstenembryo”). 
Von 
David Glick. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1936.) 


Ks ist schon seit einiger Zeit bekannt, daf ruhende Getreide- 
kiérner keine Ascorbinséure enthalten. Sie entsteht erst bei der 
Keimung und tritt bei fortschreitender Entwicklung in zunehmenden 
Mengen auf'*), Einige Autoren berichten, dab Licht die Bildung 
von Ascorbinséure bei der Keimung begiinstige”), was von Vir- 


tanen ) nicht bestiitigt werden konnte. 


In den letzten Jahren hat man sich nicht nur mit der Bildung 
von Ascorbinsiure wihrend der Keimung und mit den Faktoren 
heschiiftigt, die diesen Vorgang beeinflussen, sondern auch mit den 
Wirkungen der Zufuhr von Ascorbinsiiure zu dem sich entwickelnden 
Keimling. Matsuoka‘) fand in einer Untersuchung iiber die Ver- 
hiitung des Skorbuts der Meerschweinchen, daB eine betrichtliche 
Vermehrung des Vitamin C-Gehaltes keimender Gerste etwa am 
dritten Keimungstage eintrat, und da eine weitere, langsamere 
Zunahme bis zum Eintritt des Bliihens der Pflanze zu beobachten 
war. Von der Bliite bis zur Reifung der Samen nahm der Vitamin C- 
Gehalt ab. Auch Virtanen®) fand ein Maximum der Ascorbin- 
siure-konzentration unmittelbar vor oder zu Beginn der Bliitezeit. 
Harris und Ray®*) berichten iiber Zunahme der Konzentration 
von Ascorbinsiiure wihrend der Keimung bei Erbse und Hafer, 
und Ray’) fand, da nach 2 Tagen die Konzentration in den 
Keimlingen gelber Erbsen sich bei etwa 0,50 mg pro Gramm 
frischen Materiales konstant erhielt. 

Mehrere neuere Arbeiten beschiftigen sich mit der wesent- 
lichen Rolle der Ascorbinsiiure im Stoffwechsel der Pflanze. 


*) Diese Arbeit gehért als Nr. XII zu der Serie ,,Studies in Histo- 
chemistry“ yom Verfasser und Mitarbeitern. Vgl. J. of Biol. Chem. (1935/36 ff). 
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von Hausen’) fand, dab das Wachstum von Erbsenkeimlingen 


fast vollstindig aufhérte, wenn die Cotyledonen, die den Haupt-f 


teil der Ascorbinsiure enthalten, entfernt wurden. Setzte man aber 


Ascorbinsiure zur Nahrlésung, so verlief die Entwicklung der Keim. f 


linge nahezu normal. Virtanen), Havas*) und von Hausen" 


fanden, daB® begrenzter Zusatz von Ascorbinsiure zur Nihrlésung 


eine Erhéhung des Gesamt- und Trockengewichtes, sowie der 


Lange der Pflanzen bewirkte, wihrend iiberschiissige Mengen eine f 


Hemmung des Wachstums verursachten * ?), 


King hat in einer kiirzlich erschienenen Ubersicht!%) daraut 
hingewiesen, daB das gemeinsame Auftreten von Pflanzenfarbstoffen 
und hohen Vitamin C-Konzentrationen und die enge Beziehung 
zwischen photosynthetischer Aktivitat und Vitamin C-Konzentration 
die Vermutung eines ursiichlichen Zusammenhanges zwischen diesen 
Faktoren nahelegen, wenngleich das Versuchsmaterial derzeit fiir 


gesicherte SchluBfolgerungen noch nicht ausreicht. Zu erwihnen 


ist in diesem Zusammenhang eine Arbeit von Randoin, Giroud 
und Leblond!?%), Auch in der vorliegenden Untersuchung wurden 
die héchsten Ascorbinsiiure-konzentrationen in den pigmentierten 
Teilen des Keimlings angetroffen. Die Anschauung, daB Ascorbin- 
siiure irgendwie an photosynthetischen Prozessen beteiligt sei, wird 
auch gestiitzt durch eine Beobachtung von West und Ney”), der- 


zufolge Ascorbinsiiure die Umwandlung von Formaldehyd in redu-f 


zierende Zucker in vitro katalysiert. 

Das Verstiindnis der Rolle der Ascorbinsiure fiir die Ent- 
wicklung der Pflanze erfordert als Vorarbeit die Untersuchung der 
quantitativen Verteilung dieser Substanz im Keimling wihrend 
verschiedener Entwicklungsstadien. Als Pflanzenmaterial wurde 
die Gerste gewahlt, vor allem wegen ihrer Wichtigkeit fiir die 
Brauerei und andere malzyerarbeitende Industrien. Die Kleinheit 
des Gerstenkeimlings zwang zur Anwendung der friiher aus- 
gearbeiteten }5) Mikromethodik. Der Zweck der vorliegenden Arbeit 
war die Bestimmung der Menge und Konzentration von Ascorbin- 
siure in den verschiedenen Organen des wachsenden Gersten- 
keimlings. 


Versuche. 


Verwendet wurde diinische Maja-Gerste, geerntet 1935, mit einen Stick- 
stoffgehalt von 10,5°/,. Die Kérner wurden in der von Linderstrém- 
Lang und Holter") beschriebenen Weise keimen gelassen. Die Primordial- 
wurzeln erschienen am 1.—2. Keimungstage, die Keimblitter durchbrachen 
die Hiille des Kornes am 6.—7. Keimungstage. 
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Schon nach einem Tage war das Keimblatt so grob, daB es (nach 
Entfernen der Kornhiille) vom Rest des Embryos abpriipariert werden konnte, 
und am fiinften Tage konnte das gelbgriine Primiirblatt von der es um- 
schlieBenden Koleoptile getrennt werden. Die Wurzeln wurden vom zweiten 
Tage ab als groB genug zur Analyse angesehen, und die Wurzelspitzen 


werden. 

Die Bestimmung der Ascorbinsiiure erfordert die Extraktion des ge- 
wogenen Gewebes durch Verreiben mit einer angesiiuerten Flissigkeit, welche 
dann von den Resten des Gewebes getrennt und mit einer standardisierten 
Lisung von 2,6-Dichlorphenol-Indophenol titriert wird. Das schlieBlich 
vewiihlte Verfahren war folgendes: 

Die herauspriparierten Teile des Embryos wurden sofort in Wiige- 
glischen mit eingeschliffenen Stopfen iiberfiihrt. Die Unterseite des Stopfens 
trug ein Stiick nassen Filtrierpapiers, um Wasserabgabe aus dem Gewebe 
in der bis zur Wiigung verstreichenden Zeit zu verhindern. Das Wigen, 
Vermahlen und Zentrifugieren des Gewebes geschah in den Reaktions- 
gefiiBen, die auch bei allen friiheren Mikrountersuchungen dieser Art an- 
gewendet wurden, doch war der GefaiBboden innen mattgeschliffen, um das 
Zerreiben des Gewebes, das mit Hilfe eines ebenfalls mattgeschliffenen 


| Glaspistills geschah, zu erleichtern (Fig. 1). Ein aus Draht gebogener FuB 
 hielt das MikroreaktionsgefiB beim Wigen aufrecht, so 
| dab’ die GefaiBmiindung mit einem Deckglas bedeckt 
| werden konnte, um das Verdampfen von Feuchtig- 


keit wihrend der Wigung zu verhindern. Die Ge- 

fibe werden vor und nach der Einfiihrung der Ge- 

webeprobe auf einer Kuhlmann-Mikrowaage gewogen. 

Sofort nach dem Wiigen wurden 9,2 cmm 2°/, HPO, | 
in 1 n-H,SO, mit Hilfe einer halbautomatischen Mikro- so 
pipette”) zugefiigt. Nach beendeter Wiigung wurden ,,,, | 

die Gewebeproben in den ReaktionsgefiiBen mit dem ™#/geschiffen 
Glaspistill zerrieben, wobei, wenn notig, ein wenig Fig. 1. 

feinen Sandes zugefiigt wurde. Dieser Sand war vor- 

her zur Entfernung von Metallen mit starker Salzsiiure gekocht, mit destil- 
liertem Wasser gewaschen und endlich gegliiht worden. Dann wurden 
112 cemm 1,8—1,9°/, HPO, aus einer halbautomatischen Pipette zugefiigt 
und diese Fliissigkeitsmenge auch zum Abspiilen des Glaspistills verwendet. 
Sodann wurde die Mischung mit Hilfe des elektromagnetischen Riihrers '°) 
geriihrt und schlieBlich 5 Minuten lang bei 2500 Umdrehungen pro Minute 
zentrifugiert. Hierauf wurden 91 cmm der iiberstehenden Fliissigkeit mit 
einer halbautomatischen Pipette vorsichtig entnommen und zur Titration 
in ein weiteres MikroreaktionsgefiB iiberfiihrt. Die Titration wurde in 
der frither 15) beschriebenen Weise durchgefiihrt, wobei im allgemeinen 
1cmm der Farbstofflésung 0,20 ug Ascorbinsiiure entsprach. 


Die Menge der in der urspriinglich gewogenen Gewebeprobe enthaltenen 

: 112 + 9-2 = 
Ascorbinsiure war dann SS x emm verbrauchter Farbstofflésung x 
Faktor der Lésung. Der Kontrollwert der Farbstofflésung (also die Menge, 
die erforderlich war, um 91 cemm der HPO,-Lisung schwach rosa zu fiirben) 











214 David Glick, 


wurde von den Titrationswerten abgezogen. Dieser Kontrollwert betrug 
gewohnlich 0,40—0,50 emm. 

Fujita und Iwatake haben gezeigt, daB 2°/, HPO, das zur Extrak- 
tion der Ascorbinsiiure aus Geweben am besten geeignete Extraktionsmittel 
ist, da die Ascorbinsiiure in diesem Medium verhiltnismiBig stabil ist), 
Au8erdem wird bei der Anwendung dieses Extraktionsmittels. der die Titra- 
tion stérende EinfluB von Glutathion ausgeschaltet. Das Extraktionsmitte| 
wurde auBerdem 1-normal an Schwefelsiiure gehalten, um die eventuell in 
den Zellen vorhandene Ascorbinsiiureoxydase durch die hohe Aciditiit zu 
inaktivieren **). DaB HPO, beim spiiteren Zusatz nur in 1,8—1,9°%/jiger 
Lésung angewendet wurde, ist darin begriindet, daB héhere Konzentrationen 
der Lésung ein spezifisches Gewicht erteilen, welches das Abzentrifugieren 
gewisser beim Vermahlen freigelegter Zellbestandteile unméglich macht. 


Diskussion. 


Auf Fig. 2 ist das Wachstum von Primirblatt, Koleoptile 
und Wurzel im Verhiltnis zum Wachstum des ganzen Embryos 
graphisch dargestellt. Die Konzentrationen der Ascorbinsaure in 
den verschiedenen Teilen des Embryos zeigt Fig. 3. 
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Die plétzliche Erhéhung der Konzentration der Ascorbin- 
siure im gelbgriinen Primiirblatt, die einsetzt, sobald das Blatt 
aus dem Korn austritt, ist auffallend, besonders angesichts 
des Umstandes, daB diese Konzentrationserhéhung von einem 
Sinken der Konzentration in der Koleoptile begleitet ist. Die 
Koleoptile hat verhiltnismifig wenig Pigment und zeigt in 
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‘trug F histologischen Gewebeschnitten nur wenige Chlorophyllkérner. Der 
Konzentrationsfall im ganzen Blattkeim vom ersten bis zum vierten 
ig Tage ist vielleicht zuriickzufiihren auf das zunehmende Uber- 


mh wiegen der an Ascorbinsiure armen Koleoptile. 

itra. Die Wurzelspitzen zeigten eine ahnliche gelbgriine Farbe wie 
ps _ das Primarblatt und besaBen, wie histologische Schnitte zeigten”*), 
ty, [ Stirkehaltige Plastiden, welche auf Chlorophyllgehalt schlieBen 


iver lieben, Die Wurzelspitzen enthielten verhiltnismaBig mehr As- 

nen F corbinséure als der iibrige, unpigmentierte Wurzelabschnitt. Da 

eren F (er Anteil der Wurzelspitze an der Gesamtmasse der Wurzel bei 

| fortschreitendem Wachstum abnimmt, fallt auch die auf die ganze 
Wurzel bezogene Konzentration an Ascorbinsaure. 


Die Ascorbinsiurewerte fiir den gesamten Embryo stiegen 
tile F bis zum zweiten Tage und fielen dann wieder, anscheinend infolge 
yOS F des Uberwiegens der Anteile des Wurzelschaftes und der Koleoptile, 
IY welche, wie gesagt, ascorbinsiurearm sind. Der schwache Anstieg 

nach dem fiinften Tage ist wahrscheinlich auf die plotzlich steigende 
Konzentration im Primirblatt zuriickzufiihren. Die Konzentration 
in dem der Wurzeln und des Blattes beraubten Embryo stieg 
wihrend der ganzen Versuchsdauer langsam an. 

Die in Fig. 3 dargestellten Kurveniste, die die Konzentrationen 
der Ascorbinsiure im ganzen Blatt und in der ganzen Wurzel 
nach dem vierten Tage, und im ganzen Embryo nach dem zweiten 
Tage darstellen, wurden aus den Werten der Fig. 2 und den 
experimentell bestimmten Kurven der Fig. 3 berechnet. 


Herrn Prof. Dr. S. P. L. Sérensen bringe ich meinen besten 
Dank fiir sein Interesse an dieser Arbeit. 
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Co-Zymase, das wasserstoffiibertragende Co-Enzym 
bei der Muskel-Glykolyse. 
Von 
Hans v. Euler, Erich Adler, Gunnar Gtinther und Harry Hellstrém. 
Mit 10 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Dezember 1936.) 


Die Erforschung der Aktivatoren des Kohlenhydrat-abbaus 
brachte mit der fortschreitenden Kenntnis ihrer Konstitution 
leichzeitig entscheidende Aufschliisse iiber ihren Wirkungs- 


Co 
‘@) 


-mechanismus, so da8 der urspriingliche ,,Aktivator“- oder ,,Co- 
| Enzym“-Begriff durch neue, die Funktion zum Ausdruck bringende 


Begritfe ersetzt werden konnte. Die Co-Zymase hat sich in ihrer 


| Kigenschaft als prosthetische Gruppe von Apodehydrasen als 


Wasserstoffiibertriiger!) kennzeichnen lassen und ist deshalb auch 


als Co-Dehydrase bzw. Co-Redoxase zu bezeichnen. Die 


Aufgabe des Adenylsiure-systems (Adenylsiure—Adenosin-tri- 


_phosphorsiure) ist in der Ubertragung von Phosphorsiiuregruppen 


erkannt worden (Lohmann, Parnas, vy. Euler u.a.). Die Adenyl- 


/siure bzw. Adenosin-di- und Adenosin-triphosphorsiiure kénnen 


deshalb als Co-Enzym der Heterophosphatesen?) aufgefabt werden. 
Wie wir schon in einer vorangehenden Mitteilung*) erdrtert haben, 


schlieBen wir uns einem Vorschlag von J. H. Quastel*) an und 


ersetzen den Namen ,,Heterophosphatese“ durch den Namen 
»Phosphorylase“, der als Sammelname fiir die phosphorylierenden 


Enzyme gelten kann, solange iiber deren Anzahl nichts Niheres 


bekannt ist. Es erscheint uns dann als folgerichtige MaSnahme, 
fiir die Co-Enzyme der Umphosphorylierung den Namen ,,Co- 


| Phosphorylase“ vorzuschlagen. Dieser Name diirfte insbesondere 


*) a) Euler, Adler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 290 (1935). 


/ 


|) Diese Z. 241, 239(1936). c) Warburg u.Christian, Biochem. Z. 286, 81(1936). 


*) vy.Euler u. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 
*) v.Euler, Adler, Giinther, Heiwinkel u. Vestin, Sv. Vet. Akad. 
Ark. f. Kemi 12, Nr. 24 u. 25 (1936). 
*) Ann. Review of Biochem. 5, 25 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLY. 15 
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geeignet sein, neben der Funktion der Adenylsiiure auch die ver. li 
schiedener, “ean Konstitution nach noch nicht genau definierbare:| Mi 
Phosphatibertriiger zum Ausdruck zu bringen. | Feit 

Uber die Teilnahme von Co-Zymase einerseits und Adenylsiiure} (Ci 
andererseits an den verschiedenen Typen des biologischen Koblen.| 
hydratabbaues sind zwar gewisse feststehende Erkenntnisse ¢e. 
wonnen, jedoch bestehen hinsichtlich der Unentbehrlichkeit bz, 
hinatotitlinh des Zusammenwirkens oder der gegenseitigen Ersetz.| — 
barkeit der beiden Co-Enzyme in manchen Fiillen noch Unklar.| det 
heiten. Feststehend ist einerseits die Notwendigkeit der Co-Zymas:| pet 
als Wasserstoffiibertriger fiir die alkoholische Hefegirung uni| ‘dat 
andererseits die Wirksamkeit der Adenylsiiure als Phosphatiiber-| (Ad 
triger bei der Milchsiurebildung im Muskel. als 

Was die Girung betrifft, so kann zweifellos auch hier da; ‘stit 
Adenylsiiure-system die Ubertragung von Phosphatgruppen ver 
mitteln, jedoch sind eine Reihe von experimentellen Befunden 
erhoben worden, die zu der Auffassung fiihrten, daB die Adenyl. 
siiure bei isolierten Umphosphorylierungen, ja sogar bei der Gesaut- 
girung in ,,destruierten“ Hefepriiparaten, nicht unentbehrlich se 
und durch die Co-Zymase ersetzt werden kénne®). Unsere neuen) — 
Versuche, die in einer folgenden Arbeit ausfiihrlich mitgeteil) 7 
werden, zeigen aber, daf in Phosphorylase-systemen aus Heit) 
doch ausgepriigte Unterschiede in der Wirkung von Adenylsiiun| 
und Co-Zymase zutage treten®). 

Wie fiir die Girung, so ist auch fiir die Glykolyse in Betracht 
gezogen worden, daB die Co-Zymase als Phosphatiibertriger wirksau 
sei (vgl. S. 219). Im ersten Kapitel der vorliegenden Arbeit wir 
nun der Nachweis erbracht, dab reinste Co-Zymase die Aden). 
siiure nicht ersetzen kann; Co-Zymase allein geniigt nicht zu 
Aktivierung der Glykolyse. 

Dagegen konnte, wie im zweiten Kapitel dieser Mitteilun 
beschrieben ist, nachgewiesen werden, da die Co-Zymase be 
oxydoreduktiven Teilreaktionen der Glykolyse als Wasserstot 
ibertrager fungiert ‘ 3 











I a) 
5) a) v. Euler u. Adler, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 12, Nr. 12 (1935 pe 

b) Meyerhof u. Kiessling, Naturw. 24, 361 u. 557 (1936). ¢) Ohlmeye! — hat 

Biochem. Z. 287, 212 (1936). { 
*) v.Euleru. Adler, Diese Z. im Druck. — Vorliufige Mitt.: Vgl. Anm.3) ~ 
”) Vorliufige Mitt.: Vel. Anm.3 und zwar 8.2. Ferner Adler, v. Euler 

u. Hellstrém, Nature (Lond.) 138, 968 (1936) und y. Euler, Adleru. Giinther| : 

Sv. Vet. Akad. Ark. f Kemi 12, Nr.31(1936). Unabhangig davon waren Me yer| 2 

hofu. Ohlmeyer, Naturw. 24, 741 (1936) zum gleichen Ergebnis gekomme! 40, 9 
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Somit ist fir die Milchsiurebildung aus Kohlenhydrat im 


Bete die Notwendigkeit von zwei Co- Enzymen erwiesen, 


| einer Co-Phosphorylase (Adenylsiure) und einer Co-Redoxase 


\(Co-Zymase). 
: Kapitel I. 


\co-Zymase fungiert bei der Glykolyse nicht als Phosphatiibertrager. 


Die ersten Versuche, welche die Frage einer Ersetzbarkeit 
‘der Adenylsiure bzw. Adenosin-triphosphorsiiure durch Co-Zymase 
‘betreffen, stammen von K. Lohmann’), der zu dem Ergebnis kam, 
‘daB Co-Zymase bei der Glykolyse im Muskelextrakt analog der 
‘Adenylsiure, d.h. nach Aufbau zu einer Pyrophosphat-Verbindung, 
als Co-Enzym wirksam sei. Euler und Nilsson®) konnten be- 
stiitigen, daB Adenylsiiure durch Co-Zymase ersetzt werden kénne. 

Als vor etwa 2 Jahren diese Frage durch Euler und 
Ginther”) wieder aufgenommen wurde, konnte auch mit den 
damals zur Verfiigung stehenden Co- _Zymasepriparaten die Akti- 





Watorwirkung beobachtet und gleichzeitig festgestellt werden, dab 


ei Verwendung ‘von dialysierten Muskelextrakten stets auBer Co- 
Zymase die Gegenwart von Hexosediphosphat oder Kreatinphosphat 
hitig war, um die Glykolyse in Gang zu bringen. Diese Tatsachen 
‘timmten gut tberein mit der Auffassung, daB die Bildung eines 
o-Zymasephosphates durch Umsatz mit den erwihnten Phosphat- 
onatoren die fiir die beobachtete Aktivator wirkung notwendige 
Einleitungsreaktion sei, und daB die Co-Zymase analog der Adenyl- 
Biure als Phosphatibertriger (Co- Phosphorylase) fingiene. Diese 
uffassung wurde sehr weitgehend gestiitzt durch Versuche, bei 
denen in isolierten Teilreaktionen eine Ersetzbarkeit der Adenyl- 
Biure durch Co-Zymasepriiparate gefunden wurde!” 5°), 

Bei all diesen Aktivierungen durch Co-Zy masepriiparate spielte 
Mie oxydoreduktive Funktion der Co- Zymase keine Rolle: wurden 
nimlich die Priparate durch Erhitzen in saurer oder alkalischer 
ae ihrer oxydoreduktiven Wirkung beraubt, so blieb ihre 
(o- Phosphorylase-wirkung nicht nur erhalten, sondern wurde sogar 
trheblich gesteigert. Die phosphatiibertragende Wirkung der un- 





behandelten Co-Zymasepriparate schwankte; bisweilen war sie sehr 


) inde Z. 241, 67 (1931). 
*) Diese Z. 208, 173. (1932). 
**) Diese Z. 235, 104 (1935); 237, 221 (1935) und 239, 83 (1936). 
“) a) v. Euler u. Vestin, Diese Z. 237, 1 (1935). b) Vestin, Diese Z. 
Pe 99 (1936). 
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niedrig befunden worden (vgl.11b und zwar 8.106) im Vergleict 
zu den Produkten der Thermo-inaktivierung, die ihrerseit; 
mindestens ebenso aktiy waren wie Adenylsiure. 


Ks schien bei dieser Sachlage geboten, genau zu priifen, ol) 
die beobachteten Co-Phosphorylase-Wirkungen tatsiichlich de 


Co-Zymase zuzuschreiben waren, oder ob die Praparate ein 
Co-Phosphorylase als Verunreinigung enthielten. Versuche vo 
Vestin und Heiwinkel’) zeigten nun tatsichlich, daB Co-7y. 
masepraparate, die zur Dephosphorylierung von Phospho-kreati: 
sowle von Phospho-glycerinsiure fihig waren, in dieser Hinsich: 
vollig unwirksam wurden, wenn sie der von Warburg, Christiat 
und Griese!’) angegebenen Umfallung der Co-Dehydrasen au 
Methanol—HCl und Essigester unterworfen wurden. Gleichzeiti: 
waren die Arbeiten iiber Reindarstellung der Co-Zymase im hiesiger 
Institut /*) so weit fortgeschritten, daB auf verschiedenen Wege 
erhaltene Priiparate als Co-Phosphorylase ebenso unwirksam waret 
wie die aus salzsaurem Methanol umgefillten Priparate. 


Diese Befunde konnten nun an verschiedenen Phosphorylase. 
Systemen bestitigt werden*), und es hat sich in der Folgezei 
als praktisch erwiesen, z. B. die mangelnde Fahigkeit zur Mine. 
ralisierung von Phospho-glycerinsiure in dialysiertem Musk. 
extrakt als Test fiir die Co-Phosphorylase-Freiheit von Co-Zymase. 
praiparaten zu verwenden. Hs gelingt nunmehr regelmiBig 14%), dure!) 
besonders geleitete Reinigung die Co-Zymase von begleitende 
Co-Phosphorylase zu befreien. | 

Solche Priiparate wurden nun auch beziiglich ihrer Wirkuny 
auf die Milchsiurebildung aus Glykogen durch Muskelextrak 
untersucht. Das Ergebnis dieser Versuche ist, dab reine Co-Zy- 
mase die Milchsiurebildung nicht oder nur in iuBerst geringev 
MaBe zu aktivieren vermag. Alkalisch erhitzte (als Co-Dehydras 
inaktive) Co-Zymase ist dagegen als Aktivator der Glykolyse ebens 
wirksam wie Adenylsiure. 

Bei der Untersuchung der Co-Phosphorylase-Wirkung v0! 
Co-Zymase wurde auch die Méglichkeit beriicksichtigt, dab vielleicl 
nur die eine der beiden Funktionsformen, z. B. nur die Dihydre- 
Co-Zymase, zur Bildung eines Pyrophosphats befahigt sein kénnte 
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Co-Zymase, das wasserstoffiibertragende Co-Enzym usw. 994 


‘Auf Grund einer von Adler, Hellstrém und v. Kuler!) zuerst an- 
}eegebenen Formulierung fiir die Verkniipfungsstelle des Pyridin- 
kerns im Co-Zymasemolekiil muBte eine solche Méglichkeit durchaus 
tin Betracht gezogen werden. Die erwihnte Formulierung sieht die 
*Verkniipfung der Phosphorsiuregruppe des Adenin-nucleotids mit 
‘dem Ringstickstoff des Pyridinkerns vor. Analog der fiir die 
‘Hydrierung der Karrerschen Modelle (Nicotinsiiureamid -jod- 
imethylat) angegebenen Formulierung!®*) muB die Hydrierung der 
7Co-Zymase mit emer Lésung der (salzartigen) Bindung zwischen 
+Phosphorsiiure und Pyridinstickstoff einhergehen. Es war denkbar, 
tdaB mit der so erfolgenden Freilegung der Phosphorsiiuregruppe 
‘die fiir das Adeninnucleotid charakteristische Funktion der Pyro- 
‘phosphat-bildung hervorgerufen werde. 

Ks lieB sich jedoch zeigen, daB auch Dihydro-Co-Zymase — 
Jaus reiner Co-Zymase durch Hydrosulfitreduktion gewonnen — 
‘nicht imstande war, Adenylsiiure oder ,,alkali-inaktivierte“ Co-Zy- 
tmase bei der Aktivierung der Glykolyse zu ersetzen. 





‘1. Vergleich von Co-Zymase 
und alkalisch erhitzter Co-Zymase. 

In Tabelle 1 ist das Ergebnis der Priifung von zwei Co-Zymaseprii- 
ip: wraten hinsichtlich der Glykolyseaktivierung angegeben, von denen Pri- 
spar: it Nr. 1033 in einem parallel ausgefiihrten Phospho-glycerinsiiure-Mine- 
palis sicrungs-Versuch eine nur sehr schwache, Priiparat Nr. 1034 gar keine 


ante wc b 9s Ga TNA Bich FRE BIE 














Tabelle 1. 
Ver- Extrakt A Extrakt B 
#such Zusatz mg Milchséure | mg Milchsiure 
Nr. gef. | gebild.| gef. | gebild. 
Z Ek a we ee 0,33 ne 0,70 = 
; 2 0,2 mg Co-Zymase 10383 ..... 0,21 - 1,02 | 0,32 
3 0,4 mg Co-Zymase 1033 . . 0,62 0,29 1,31 | 0,61 
4 0,2 mg Co-Zym. 1033, alk. erhitzt*) 0,80 0,47 1,66 | 0,90 
5 0,4 mg Co-Zym. 1033, alk. erhitzt . 117 | 0,84 2,57 1,87 
+ 6 | 0,2 mg Co-Zymase 1034 ..... | 0,21 — 0,70 - 
+ 7 | 0,4 mg Co-Zymase 1034 .. . 0,60 0,27 0,94 | 0,24 
8 0,2 mg Co-Zym. 1034, alk. erhitzt* ) 0,51 0,18 — — 
9 0,4 mg Co-Zym. 1034, alk. erhitzt . 1,01 0,68 2,03 | 1,83 


*) Die Inaktivierung der beiden Co- Zymasepriparate geschah im Ver- 
‘such mit Extrakt A mittels 0,01 n-NaOH, im Versuch mit Extrakt B mittels 
0.04 n-NaOH, 5 Minuten bei 100°. 


ms Diese Z. 242, 233 (1986). v. Euler, Erg. Physiol. 38, 1 (1936). 
) Karrer, Schw arzenbach, Benz u. Solmssen, Helvet. chim. 
Acta 19, 811 (1936). 
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Wirksamkeit gezeigt hatte. Es sind zwei Versuchsreihen mit verschiedeney 
Muskelextrakten angefiihrt: Extrakt A und B, wiibrige Extrakte ay; 


Rattenmuskulatur, 2 Stunden gegen 0,6 °/, KCl dialysiert. Jeder Ansatz ent. 


hilt 3,0 cem Enzym, 0,5 ccm 0,1 mol. Phosphatpuffer py = 7,4, 0,5 com 
2,6°/, iges Bicarbonat und 0,5 mg MgCl,. Als Substrat 10 mg Glykogen, Zur 
Aufhebung der Induktion 0,5 mg Hexosediphosphat. Totalvolumen 4,6 cen, 


Reaktionszeit: 2 Stunden bei 20°. Milchsiurebestimmung nach Fii rth. 
Charnas. 


2. Vergleich von Co-Zymase und Dihydro-Co-Zymase 
mit alkaliinaktivierter Co-Zymase 
und Adenosintriphosphorsaure. 


Co-Zymasepriparat Y 5, sowie daraus durch Hydrosulfitreduktion her 
gestellte Lésung von Dihydro-Co-Zymase’). Ferner durch Ansiuern au‘ 
Pu = 1—2 und wieder Neutralisieren inaktivierte Dihydro-Co-Zymax 
(Ansatz 9 und 10). SchlieBlich alkaliinaktivierte Co-Zymase(Co-Phosphorylase) 
hergestellt durch Erhitzen von Co-Zymase Y 5 in 0,02 n-NaOH, 5 Minuter 
bei 100°. Zur Kontrolle, ob die in der Lésung der Dihydro-Co-Zymase ent. 
haltenen Salze (Sulfit, Sulfat) hemmend wirken und eine eventuelle Co- 
Phosphorylasewirkung der Dihydro-Co-Zymase dadurch verdeckt werden 
kénnte, wurde eine der angewandten Menge Dihydro-Co-Zymase-Lésung 
entsprechende Menge von beliifteter Hydrosulfitlésung (ohne Co-Zymase) in 
Kombination mit alkalisch inaktivierter Co-Zymase gepriift. Muskelextrakta: 
WiBriger Extrakt aus frischem Rattenmuskel, 2 Stunden gegen 0,6°/, K( 
dialysiert. Muskelextrakt B: Aceton-Trockenpriiparat aus Extrakt yo 
Kaninchenmuskel"); 1 g Trockenpriparat in 30 cem Wasser. Versuchs 
ansitze und -bedingungen wie im voranstehenden Versuch. 


Tabelle 2. 





Ver- Extrakt A Extrakt B 





such Zusatz mg Milchsiure mg Milchsiiur 

Nr. gef. I gebild. gef. | gebild 
1 | Ohne Zusatz ..... 2... +. 7 0,49 | — 0,31 —_ 

2 | 0,2 mg Co-Zymase Y5.......{] 0,68 | 0,19 | 0,33 | 0,02 

3 | 0, 4 mg Co-Zymase Y5...... . | 0,75 | 0,26 | 0,31 | 0,00 
5, alk. erhitzt . | 1,18 | 0,69 | 0,88 0,57 


0,4 mg Co-Zymase Y 5, alk. erhitzt . | 1,31 | 0,82 | 0,88 | 0,57 
0,6 mg Adenosintriphosphors. Ba. . | — — 0,85 | 0,54 
0,2 mg Dihydro-Co-Zymase Y5. . . | 0,51 | 0,02 
s | 0.4 mg Dihydro-Co-Zymase Y5. . 0,57 | 0,08 
9 | 0,2 mg Dihydro-Co-Zym., sauer inakt. 0,70 | 0,21 
10 | 0, 4 mg Dihydro-Co- Zym., sauer inakt. | 0,68 | 0,19 
11 0, 2mg Co-Zymase Y 5, alk. erhitzt 
+ beliift. Hydrosulfitlés. . . | 0,99 | 0,50 


3 
4 | 0,2 mg Co-Zymase Y 
) 
6 
7 














1) Meyerhof u. Kiessling, Biochem. Z. 283, 83 (1935). 
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Aus Tab. 2 geht zunichst hervor, da die geringfiigige Wir- 
‘kung von reiner Co-Zymase, wie sie in Extrakten aus frischer 
-Muskulatur noch zu beobachten ist, giinzlich verschwindet, wenn 
‘als Enzymmaterial ein Extrakt aus Aceton-Trockenpulver nach 
-Meyerhof und Kiessling verwendet wird. Ferner zeigt sich, 
-daB die maximale Aktivierung des Trockenpulver-Extraktes durch 
die beim alkalischen Erhitzen der Co-Zymase entstandene Co- 
Phosphorylase dieselbe Héhe erreicht, wie die Aktivierung durch 
Adenosin-triphosphorsiure. Aus ‘Tab. 2 wird ferner deutlich, 
daB Zusatz von Dihydro-Co-Zymase ebensowenig eine Akti- 
vierung bewirkt wie Co-Zymase selbst (vgl. folgenden Ab- 
schnitt) Die Unfahigkeit der Co-Zymase, Phosphatgruppen auf- 
-gmnehmen und zu iibertragen, kann also nicht allein bedingt 
‘sein durch die salzartige Bindung der einen Phosphorsiiure- 
-gruppe an den Pyridiniumstickstoff. Es ist fernerhin von 
' Interesse, daB es auch beim Ansiuern von Dihydro-Co-Zymase — 
-wobei die Co-Dehydrase-funktion irreversibel erlischt — nicht 
‘zum Auftreten einer Co-Phosphorylase-wirkung kommt. Daraus 
-geht hervor, daB die Siure-Inaktivierung der Dihydro-Co-Zymase 
‘durch einen anderen Eingriff in das Molekiil verursacht ist, wie 
die alkalische Hitze-Inaktivierung der Co-Zymase. 


3. Gleichgewicht Co-Zymase—Dihydro-Co-Zymase 
im Muskelextrakt waihrend der Glykolyse. 


Bei der Beurteilung der im vorhergehenden Abschnitt beschrie- 
benen Versuche mit Dihydro-Co-Zymase muB beriicksichtigt werden, 
daB die eingesetzte Dihydro-Co-Zymase im Muskelextrakt einer 
_ Reoxydation zu Co-Zymase unterliegen kann. Es war also not- 
wendig, sich von der wahrend des Versuchs tatsichlich vorliegen- 
den Dihydro-Co-Zymase-Konzentration zu iiberzeugen. Wie vor 
kurzem mitgeteilt wurde!*), wird in allen bisher untersuchten Zell- 
arten stets Dihydro-Co-Zymase neben Co-Zymase angetrofien. Die 
Lage des Gleichgewichtes Co-Zymase—Dihydro-Co-Zymase mub 
abhiingig sein von der Intensitét der reduzierenden Prozesse 
einerseits und der oxydierenden andererseits, und diirfte wohl bei 
niherer Untersuchung sich als eine fiir den Stoffwechselzustand 
charakteristische GréBe erweisen. So wurde z. B. ein deutlicher 


7) a) Adler u. v. Euler, Sv. Kem. Tidskr. 48, 221 (1936), — b) J. Sula, 
Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 12B, Nr. 28 (1936). — ec) Adler u. Calvet, 
Sv. Vet. Akad, Ark. f. Kemi 12B, Nr. 32 (1936). 
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Unterschied des Quotienten Co/CoH, in Hefezellen vorgefunden, 
je nachdem diese in normalem oder verarmtem Zustand unter- 
sucht wurden?!*°), Auch in enzymhaltigen Extrakten, wie z. B. 
in Mazerationssaft aus ‘lrockenhefe, liegt ein charakteristisches 
Verhaltnis der beiden Formen der Co-Zymase vor. 

Die in den zitierten Mitteilungen") entwickelte Methodik 
zur Bestimmung von Co-Zymase neben Dihydro-Co-Zy- 
mase griindet sich auf das verschiedene Stabilititsverhalten der 
beiden Formen gegen Siure bzw. Alkali: wihrend Co-Zymase 
bekanntlich relativ stabil gegen Siure und sehr labil gegen Alkali 
ist, ist Dihydro-Co-Zymase gerade umgekehrt sehr stabil in alka- 
lischer und sehr labil in saurer Lésung'), Wir bestimmen des- 
halb die beiden Formen nach folgendem Prinzip: 


1. Das zu untersuchende Material wird bei eben kongosaurer 
Reaktion digeriert, nach einigen Minuten wird auf p,, 3,5 ab- 
gestumpft und 5 Min. auf 85° erhitzt. Durch diese Behandlung 
ist die vorliegende Dihydro-Co-Zymase irreversibel zerstért worden; 
im Filtrat wird nur die urspriinglich vorhandene Co-Zymase durch 
Messung der girungsaktivierenden Wirkung im Apo-Zymase-Priif- 
system bestimmt. 

2. Kin weiterer Anteil des zu untersuchenden Materials wird 
direkt bei p,, 10—11 5 Min. auf 100° erhitzt. Hierbei wird Co- 
Zymase zerstért, wihrend Dihydro-Co-Zymase intakt bleibt. Man 
neutralisiert vorsichtig mit Essigsiure und bestimmt die Di- 
hydro-Co-Zymase im Filtrat. 

Untersucht man nun nach dieser Methode ein Reaktions- 
gemisch, wie es in den oben beschriebenen Glykolyseversuchen 
angewandt wird, so findet man, daB der Muskelextrakt von vorn- 
herein beide Co-Zymaseformen nebeneinander enthilt. Setzt man 
iiberdies Co-Zymase oder Dihydro-Co-Zymase zu und verfolgt dic 
Lage des Gleichgewichtes Co/CoH,, so ergibt sich folgendes Bild, 
das in den Fig. 1 und 2 dargestellt ist. 

Der Versuchsansatz zu Fig. 1 bestand aus 3 cem Extrakt aus Aceton- 
Trockenpriiparat von Kaninchenmuskelextrakt, versetzt mit Puffer, Bicarbo- 
nat, Mg, 10 mg Glykogen, 0,5 mg Hexosediphosphat, entspricht also einem 
gewohnlichen Glykolyseansatz. Im ganzen Ansatz (4,7 cem) waren zur Zeit 
¢ = 0 23 Co-Einheiten Co-Zymase neben 9 Co-Kinheiten Dihydro-Co-Zymase 
nachweisbar. Es wurden nun 68 Co-Einheiten reinster Co-Zymase 
zugesetzt, so daB insgesamt 91 Einheiten Co-Zymase neben 9 Einheiten Di- 
hydro-Co-Zymase (Summe 100 Co-Einheiten) vorlagen. Eine 15 Minuten 
nach Zusatz der Co-Zymase genommene Probe zeigte, daB der Co-Zymasewert 
auf 64 Einheiten gesunken und der Dihydro-Co-Zymase-Wert auf 36 Einheiten 
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Summe 100 Co-Einheiten) gestiegen war (vgl. Fig. 1). Es hatte also sehr 


‘ yasch eine Gleichgewichtseinstellung stattgefunden, ohne dai die Summe 
der Wirkungseinheiten (100 Co-Einheiten) beeinfluBt worden wiire. Im 
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nach Zusatz von Co-Zymase. nach Zusatz von Dihydro-Co-Zymase. 


Laufe der folgenden 105 Minuten fand ein langsamer Abfall der beiden 
Werte statt. 

In dem der Fig. 2 entsprechenden Versuch wurden zu einem gleichen 
Reaktionsansatz, in welchem zur Zeit ¢= 0 25 Co-Kinheiten Eigen-Co-Zymase 
und 14 Co-Einheiten Eigen-Dihydro-Co-Zymase gefunden wurden, 71 Co- 
Einheiten Dihydro-Co-Zymase zugesetzt, die durch Hydrosulfitreduk- 
tion aus reinster Co-Zymase gewonnen war. Wie aus Fig. 2 zu entnehmen 
st, findet sehr rasch eine Reoxydation der zugesetzten Dihydro-Co-Zymase 
statt bis zu einem Gleichgewicht, in welchem neben 77 Co-Einheiten Co- 
Zymase nur 23 Einheiten Dihydro-Co-Zymase vorliegen. Nachher erfolgt 
ein langsamer Abfall des Gesamtwertes, hauptsiichlich bedingt durch das 
Verschwinden von Co-Zymase. 

Die zum Reaktionsgemisch zugesetzte Co-Zymase bzw. Di- 
hydro-Co-Zymase uuterliegt also zwei verschiedenen Prozessen: 
1, Kiner raschen Einstellung des Gleichgewichtes Co-Zymase—Di- 
hydro-Co-Zymase durch die Oxydoreduktions-Systeme des Muskel- 
extrakts. 2. Einem langsamen enzymatischen Abbau, der zu einer 
Vernichtung der Girungsaktivitit fiihrt; z. B. ist im Versuch zu 
Hig. 1 der Gesamt-Co-Wert innerhalb der ersten 90 Minuten von 
100 auf 50 Co-Kinheiten gesunken. Es ist offenbar, daB dieser 
enzymatische Abbau anders verlaufen muf, als etwa der beim 
alkalischen Erhitzen der Co-Zymase eintretende Abbau. Der 
letztere fiihrt ja (unter Abspaltung von Nicotinséiureamid) zur 
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Bildung eines als Co-Phosphorylase wirksamen Spaltstiicks, wie 
in den vorangehenden Versuchen erneut gezeigt worden ist. Der 
enzymatische Abbau dagegen kann nicht zu einer Co-Phosphory- 
lase gefiihrt haben, denn sonst wire die véllige Unwirksamkeit 
der Co-Zymase als Glykolyseaktivator nicht verstindlich. Man 
kann vermuten, daB es sich bei der spontanen Inaktivierung im 
Muskelextrakt um phosphatatische und nukleotidatische Spal- 
tungen !§) handelt. 


4. Nachweis der Unwirksamkeit von Dihydro-Co-Zymase 
als Co-Phosphorylase. 

Aus den im vorangehenden Abschnitt beschriebenen Versuchen 
ceht hervor, daB im Reaktionsgemisch der Glykolyse durchschnitt- 
lich 1/, bis 1/, der gesamten Co-Zymasemenge in Form von Ji- 
hydro-Co-Zymase vorliegt, gleichgiiltig, ob man von Co-Zymase 
(Co) oder Dihydro-Co-Zymase (CoH,) ausgeht. Dieses Ergebnis 
muB beriicksichtigt werden, wenn man die Frage der Wirksam- 
keit von Dihydro-Co-Zymase als Phosphatiibertrager entscheiden 
will. Im folgenden Versuch (‘T'ab. 3) ist gezeigt, dab selbst eine 
Menge von 0,8 mg Dihydro-Co-Zymase keine Aktivatorwirkung 
auszuiiben vermag. Nach dem oben Gesagten liegen aber, wenig- 
stens im Anfang des Versuches, von den eingesetzten 0,8 mg 
mindestens 0,2 mg wirklich als Dihydro-Co-Zymase vor. Zum 
Vergleich ist in der Tabelle die Aktivatorwirkung von 0,2 mg und 
0,4 mg von alkalisch erhitzter Co-Zymase angegeben. Aus Kon- 
trollversuchen, in denen alkalisch erhitzte und Dibydro-Co-Zymase 
kombiniert sind, geht hervor, daf eine Hemmungswirkung durch 
die Salze in der Dihydro-Co-Zymaselésung (Sulfit, Sulfat) nicht in 
Betracht kommt. 

Von der eingesetzten Dihydro-Co-Zymase war, wie aus 
der Bestimmung am Ende des Versuchs hervorgeht, wihrend der 
ganzen Versuchsdauer ein gewisser Anteil (entsprechend den Ver- 
suchen in Abschnitt 3, etwa '/, der gesamten Co-Zymasemenge) 
als Dihydro-Co-Zymase erhalten geblieben. Kine Glykolyse-aktivie- 
rende Wirkung kommt also der Dihydro-Co-Zymase ebensowenig 
zu, wie der nicht hydrierten Co-Zymase. 

Es soll noch einmal ausdriicklich darauf hingewiesen werden, 
daB in den bisher mitgeteilten Versuchen immer nur gepriift wurde, 
ob der Co-Zymase die Fdhigkeit zukommt, die Adenylsdure zu 


8) Vel. Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 241, 148 (1936). 
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ee 


Tabelle 3. 


Die Reaktionsansitze in den Versuchen zur Tab. 3 enthalten 3 
Extrakt aus Rattenmuskel, 90 Minuten dialysiert, und im iibrigen alle Kom- 
ponenten wie in den vorangehenden Versuchen. 


ccm 





re eal 








Ver- Milechsdure 
per aint mg Milchsiure 
Nr. gefunden gebildet 
1 Ohne Zusatz 0,45 | 
2 0,2 mg Co-Zymase Nr. 1003 038 | — 
3 0,4 mg Co-Zymase Nr.1003 ...... 0,64 | 0,19 
4 0,2 mg Co-Zymase Nr. 1003, alkal. erhitzt 112 | 0,67 
) 0,4 mg Co-Zymase Nr. 1003, alkal. erhitzt 146 | 1,01 
6 0,4 mg Dihydro-Co-Zymase Nr. 1003 0,56 0,11 
7 0,8 mg Dihydro-Co-Zymase Nr. 1003 . . 0,58 0,13 
8 0,4 mg Dihydro-Co-Zymase Nr. 1003 
“b 0,2 mg Co-Zymase, alkal. erhitzt . .. . 1,16 0,71 
4 0,8 mg Dihydro-Co-Zymase Nr. 1003 
+ 0,4 mg Co-Zymase, alkal. erhitzt . .. . 1,63 1,18 


In einem besonderen Ansatz wurde das Gleichgewicht Co-Zy- 
mase-Dihydro-Co-Zymase zu Beginn und am Ende des Versuches 
festgestellt, Ks ergab sich pro Ansatz: 


Eigen-Co-Zymase ....... 9 Co-EKinh. 
Eigen-Dihydro-Co- ‘Zymase tigers 6 i 
0,8 mg Dihydro-Co-Zymase zugesetzt 110 9 


125 Co-Einh. 


Zu Beginn { 
des Versuches 


xyesamt-Co-Zymase 


Am Ende des f 
Versuches (120 Min.) | 


Co-Zymase.. . ponds 40 Co-Einh. 
Dibydro-Co- ‘Zymase . is ha reels Spe - 


Gesamt-Co-Zymase 55 Co-Einh. 
ersetzen, d.h. ebenso wie Adenylsdure als Phosphatiibertrager ber der 
Glykolyse zu fungieren. Die Versuche zergten, dap reine Co-Zymase 
diese Fahigkert nicht besitzt. 

'Trotzdem stellt die Co-Zymase einen Bestandteil des Co-Kuzym- 
systems der Glykolyse dar, indem sie bei den oxydoreduktiven Vor- 
gingen als Co-Redoxase wirksam ist. Hieriiber berichtet das 
foleende Kapitel. 

Kapitel II. 
Co-Zymase als Wasserstoffiibertrager bei der Glykolyse. 


Das Embden-Meyerhofsche Schema fiir den Verlauf der 
Muskelglykolyse besagt, daB die Bildung der Milchsiure aus Brenz- 
traubensiiure durch folgende Oxydoreduktion zustande kommt?’): 


') Meyerhofu. Kiessling, Biochem. Z. 283, 83 (1935). 
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Triosephosphorsiure + Brenztraubensiure 
= Phosphoglycerinsiure + Milchsiiure. 


Diese Formulierung entspricht véllig der Formulierung des ana.f 


a Rony 


logen Vorgangs der Alkoholbildung bei der Hefegirung, wo an die 
Stelle der Brenztraubensiure der Acetaldehyd (Neuberg), an die 


Stelle der Milchsiure der Athylalkohol tritt. Wir haben vor einige} ~ 
ob im 
Dihydro-Co-Zymase (als prosthetischer Gruppe der ,,Alkohol-Apo. F nny 
| Con, 


Zeit nachgewiesen?), daB die Reduktion des Acetaldehyds durch 


dehydrase“) vollzogen wird. Da wir ferner nachweisen konnten”' 


daB auch die enzymatische Dehydrierung von Triosephosphaten 
durch eine Holodehydrase erfolgt, deren prosthetische Gruppef 
Co-Zymase ist, so kamen wir zu dem SchluB, daB die Oxydoreduktion 
zwischen 'l'riosephosphorsiure und Acetaldehyd durch Co-Zymase§ 


als Wasserstoffiibertrager vermittelt wird. 


Die weitgehende Analogie im Reaktionsverlauf von Girung > 


und Glykolyse legte nun die Frage nahe, ob auch an der obenf” is Di 
a 


| Kinet 


formulierten Dismutation Co-Zymase teilnimmt, ob also Co-Zymase 
dem Co-Enzymsystem der Glykolyse angehort. 


Eine Untersuchung iiber die Notwendigkeit der Co-Zymase fiir die F gehen 


Glykolyse st68t auf erhebliche methodische Schwierigkeiten. Es ist bisher 
nicht gelungen, den Hardenschen Versuch auf die Glykolyse zu _ iiber- 
tragen, d. h. durch Auswaschen des Muskels oder durch Dialyse bzw. Ultra- 
filtration der Extrakte den Co-Enzym-Komplex einschlieBlich der Co-Zymase 
vom Enzymsystem so abzutrennen, dab eine Wiedervereinigung der beiden 
Teile die Glykolyse wieder hervorrufen wiirde. Versucht man z. B. aus 
einem Muskelextrakt die EKigen-Co-Zymase durch Dialyse zu entfernen, s0 
findet fast stets eine irreversible Schiidigung der Enzyme statt, bevor die 
Co-Zymase vollstindig wegdialysiert ist. Da aber eine genaue Auswertung der 
kleinen Co-Zymase-Reste im Extrakt nicht immer vorgenommen wurde, s¢ 
hatte man in friiheren Versuchen *), bei denen lang dialysierte Priiparate allein 
durch Zusatz von Adenosin-triphosphorsiure aktiviert wurden, den Eindruck 
gewonnen, daf letztere das einzige Co-Enzym der Glykolyse sei. 


Auf Grund unserer friiheren Arbeiten darf die Kinordnung der 
Co-Zymase in Oxydoreduktions-vorgiinge folgendermaBen formuliert 
werden : 


(1) R,-CHO +D—Co = R,-COOH + D—CoH, 
R, ie ; 
(2) RCO + D—CoH, = R, > CHOH + D—Co 


*) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 
1) Euler, Adler u. Kyrning, Diese Z. 242, 215 (1936). 
22) Lohmann, Biochem. Z. 241, 50 (1931). 
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Fir die Oxydoreduktionen bei Glykolyse und Girung kann 
R,-CHO Triosephosphorsiure und R,-COOH Phosphoglycerinsiure 
bedeuten. Im speziellen Falle der Glykolyse bedeuten fernerhin 


RCo Brenztraubensiure und B.S CHOH Milchsiiure. Die Apo- 


R,~ 
dehydrasen sind durch D symbolisiert, wobei dahingestellt bleibt, 


| ob im Einzelfall eine einzige oder zwei spezifische Kpeddkedinsen 
fir die beiden Reaktionen wirksam sind. Co bedeutet Co-Zymase, 


CoH, Dihydro-Co-Zymase. 

Kinem allgemeinen Prinzip der durch Co-Zymase bewirkten 
Oxydoreduktionen scheinen folgende wesentlichen Punkte zugrunde 
zu liegen: 

In einem ,,Donatorsystem*“ (1) wird die Reduktion von Co- 
Zymase unter gleichzeitiger Dehydrierung des Wasserstofidonators 
vollzogen. Bei den fiir Garung und Glykolyse in Betracht kommenden 
Systemen fungiert eine Carbonylverbindung ‘Triosephosphorsiure) 


' als Donator, das Reaktionsprodukt ist eine Carbonsiiure. Uber die 
| Kinetik solcher Donatorsysteme ist noch wenig bekannt. 


Dagegen kénnen wir iiber das ,, Acceptorsystem* (2) weiter- 
gehende Aussagen machen. Das am besten studierte System dieser 


| Art ist das der Acetaldehyd-Hydrierung durch Hefedehydrase und 
' Dihydro-Co-Zymase. Typisch fiir solche Acceptorsysteme ist, dab 
sie Gleichgewichtsreaktionen darstellen und daB das Gleichgewicht 


sehr weit zugunsten des Reduktionsproduktes und der nicht 
hydrierten Co-Zymase verschoben ist. Daraus folgt, daB auch bei 
kleinen Konzentrationen an Dihydro-Co- Zymase und Acceptor 
eine weitgehende Umsetzung stattfindet, so dab eine rasche Uber- 
fiihrung des Wasserstoffs vom Donator- zum Acceptorsystem még- 


lich wird. Ferner wird verstiindlich, wieso eine Anhiufung des 


Reduktionsproduktes (z. B. des Alkohols bei der Girung oder der 
Milchsiiure bei der Glykolyse) stattfinden kann, und daB doch da- 
durch praktisch keine Hemmungswirkung hervorgerufen wird. 


1. Das Acceptorsystem Brenztraubensiure— Milchsiure. 


Um iiber Beteiligung und Funktion der Co-Zymase an der 
Glykolyse AufschluB zu gewinnen, wandten wir uns zunichst der 
Untersuchung des Acceptorsystems zu, in welchem Brenztrauben- 


| siure als Wasserstoffacceptor fungiert. [R, = CH,, R, = COOH 


in Gleichung (2).] 
Dieses System ist an sich lingst bekannt und hauptsichlich 
in der Richtung der Milchsiure-Dehydrierung studiert worden. 
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Fiir die enzymatische Dehydrierung der Milchsiure durch Muskel. | 


enzym war durch dltere Untersuchungen?*) die Unentbehrlichkeit 


der Co-Zymase festgestellt worden. Vor kurzem haben Green f 


und Brosteaux*4) in einer ausfiihrlichen Arbeit unser Ergebnis *** 
bestatigt, daB das Co-Ferment von Warburg und Christian 
(Co-Dehydrase II) nicht als Co-Enzym der Milchsiuredehydrase 


aus Herzmuskel fungiert; sie verwendeten als Co-Enzym ein aus F# 


Oberhefe — in Anlehnung an die Co-Zymasedarstellung nach F 
Myrbiack — gewonnenes Priiparat, kamen aber beziiglich der f 


Frage, ob Lactico-Co-Dehydrase und Co-Zymase identisch seien, ; 


zu keinem endgiiltigen Ergebnis. Unsere friiheren Versuche ***) aus 
welchen sich die Identitaét ergab, stiitzten sich auf die Parallelitiit 
zwischen giirungsaktivierender Wirkung und Co-Enzymwirkung bei 
der Milchsiure-dehydrierung. Adler, v. Euler und Hellstrém*4 
haben nun kiirzlich einen weiteren schliissigen Beweis geliefert, 
indem sie durch direkte spektrophotometrische Beobachtung 
zeigten, daB die Co-Dehydrase der Alkohol-Dehydrierung baw. 
Acetaldehyd-Hydrierung austauschbar ist gegen die Co-Dehydrase 
der Milchsiure-Dehydrierung bzw. Brenztraubensiure-Hydrierung, 


a) Milechstiiure-Apodehydrase aus Herzmuskel. 


Green und Brosteaux”‘) haben die Darstellung einer klaren, 
sehr schwach gefirbten Lésung von Milchsiure-dehydrase aus 
frischem Herzmuskel beschrieben. Sie ist sehr geeignet zur spektro- 
photometrischen Beobachtung der Primirreaktion: 


(3) CH,-CHOH-COOH + D—Co = CH;-CO-COOH + D—CoH, 


Die Bildung bzw. das Verschwinden der Dihydro-Co-Zymase 
(COH,) kann leicht verfolgt werden durch Messung ihrer charakte- 
ristischen Absorptionsbande [Max. 340 mu?!")]. Fig. 3 veranschau- 
licht folgenden Versuch: 

2,0 cem 0,5 m-Natriumlactat, 1,4 cem 0,5 m-Na,HPO, und 0,1 ecm Milch- 
siuredehydrase aus Herzmuskel wurden in einer Absorptionskiivette mit 
planparallelen Quarzplatten gemischt und die Extinktion (&) bei 4 = 334 mu 
lichtelektrisch gemessen. Nach Zusatz von 0,4 mg reinster Co-Zymase stieg 


die Extinktion rasch an, entsprechend der Bildung von Dihydro-Co- 
7vmase Maxi , d blieb ds konsti Wire die 
Aymase, strebte einem Maximum zu und blieb dann konstant. Wire die 


8) a) Banga u.Szent-Gyérgyi, Diese Z. 217, 39 (1933). b) Anders- 
son, Diese Z. 225, 57 (1934). ce) Boyland u. Boyland, Biochemie. J. 28, 
1416 (1934). d) Adler u. Michaelis, Diese Z. 238, 261 (1936). 

24) Biochemie. J. 30, 1489 (1936). 

*°) Nature (Lond.) 138, 968 (1936). 
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kel. gesamte eingesetzte Co-Zymase hydriert worden, so miibte der Wert 8mal 
keit — héher liegen als der im Versuch erreichte. Es hat sich also das in Gleichung 3 
angedeutete Gleichgewicht eingestellt. Wurde nun (bei a) 0,1 ccm einer 
0,1 m-Lésung von brenztraubensaurem Na zugefiigt, so fiel die Extinktion 
infolge der Reoxydation der CoH, rasch bis auf einen Wert, welcher 
lan — jer Eigen-Extinktion der iiberschiissigen Brenztraubensiiure entspricht. 
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Dehydrierung von Milchsiure (Bildung von Dehydrierung von Milchsiure (Bildung 
ng, Dihydro-Co-Zymase) und Hydrierung von Brenz- von Dihydro-Co-Zymase) mit Herz- 
: traubensiure mit Herzmuskel-Dehydrase. muskel-Dehydrase bei verschiedenem py. 


| Man erhiilt also ein Bild, welches dem der Alkohol-dehydrierung 
‘ly F durch Hefedehydrase villig analog ist. In weiteren Versuchen 
US fF zeigte sich, daB die Menge der im Gleichgewicht gebildeten’ Di- 
° — hydro-Co-Zymase wichst mit steigender Konzentration an Lactat 
sowie an Co-Zymase. Nur wenn die Lactatkonzentration grof ist, 
erhilt man eine betrichtlichere CoH,-Bildung, wie z. B. in Fig. 8. 
Andererseits aber geniigt eine im Vergleich zur Lactatkonzentration 


: sehr kleine Konzentration an Brenztraubensiiure, um das bei der 

a Dehydrierung erreichte Gleichgewicht praktisch vollstindig zu- 
gunsten von Co-Zymase und Milchsiiure zuriickzudringen. Es 
braucht wohl kaum erwihnt zu werden, daB die Reoxydation von 

4 Dibydro-Co-Zymase durch Brenztraubensiiure nur in Gegenwart 

“T der Apodehydrase durchfihrbar ist. 

oe | py Abhingigkeit des Gleichgewichts. Die Analogie zum 


- — System Alkohol—Acetaldehyd wird noch deutlicher, wenn man die 
° f p,-Abhingigkeit des Gleichgewichts verfolgt. Wie bei der Alkohol- 
| dehydrierung finden wir auch bei der Milchsiure-dehydrierung, 
daB mit steigender Alkalitét das Gleichgewicht zugunsten der Di- 
hydro-Co-Zymase verschoben wird (Fig. 4). 

In Fig. 4 ist der Extinktionsanstieg (A = 334 mu) dargestellt fiir 
3 Versuche, deren Zusammensetzung dem zu Fig, 3 gehérenden Versuch 
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entspricht. Jedoch ist das py, der Mischung durch Verwendung verschiedene, 
Phosphatpuffer variiert. 

Gleichgewichtskonstante. Aus den in Fig. 4 angegebene, 
Versuchen sind die Gleichgewichtskonstanten der Reaktion (3) fii 
verschiedenes p,, berechnet unter Zugrundelegung der gleiche 


Ableitung, wie sie fiir die Alkohol-dehydrierung?") beschrieben is} 
Ks ist angenommen, daB Co-Zymase das Molekulargewicht 663} 


hat (vgl. 14*); fiir die Versuche wurde ein analysenreines Priparat 
verwendet. Die Konzentration an CoH, im Gleichgewicht kam 
aus der gemessenen Extinktion errechnet werden auf Grund der 
absoluten Absorptionskurve von Dihydro-Co-Zymase!). So er. 
geben sich fiir die Gleichgewichtskonstante 

(ec — x) (m — a) 


kK = > ) 


Aa 


wo ¢ die totale Co-Zymasekonzentration, m die Konzentration 


der 1-Milchsiure und x die Konzentration der gebildeten Dihydro. 
Co-Zymase bedeuten, folgende Werte (Tab. 4). 


Tabelle 4. 














Molare Konzentrationen Gleich- 
Ver- senteedapichetasa tates re Aneta ” os 
such} pz | Milch- | «ss rSymase se ats: 
Nr. siiure | total Co CoH, onstante 
(m) | (ec) (ec — x) | (x) K 
1 | 7,4 | 0,065 | 15,08-10->  14,27-10-5 | 0,81-10-5 | 14,1. -10! 
2 8,1 0,065  15,08-10-5 13,48-10-5 | 1,65-10-5 | 2,0 -10 
3 8,7 0,065 15,08-10-° | 11,70+10- | 8,88-10-5 0,65 +10 


Die Gleichgewichtskonstante ist also von der gleichen Groben- 
ordnung wie bei der Alkohol-dehydrierung, wo der Wert 0,73. 10’ 
gefunden worden war?) In beiden Fillen sinkt der Wert fiir 
die Gleichgewichtskonstante mit steigendem p,,. Fir das System 


der Alkohol-dehydrase fanden wir, da8 die Reaktionsgeschwindig- F 
keit der Alkohol-dehydrierung mit steigendem p,, gréBer, def 


der Acetaldehyd-hydrierung mit steigendem p, kleiner wird 


Aus Fig. 4 kann entnommen werden, dai auch die Geschwindig- § 
keit der Milchsiiure-dehydrierung mit steigendem p,, gréBer wird > 
Dementsprechend wird, in Analogie zur Acetaldehyd-hydrierung, f 


auch die Geschwindigkeit der Brenztraubensiure-hydrierung kleiner 
mit steigendem p,,. 
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Co-Zymase, das wasserstoffiibertragende Co-Enzym usw. 933 
In Fig. 5 ist die Gleichgewichtskonstante der Milchsiiure-dehydrierung 
edener ‘(Reaktion 3) als Funktion des pq aufgetragen. Kurve I wurde mit Herz- 
'muskeldehydrase, Kurve II mit Dehydrase aus Skelettmuskulatur (vgl. 
Yenep} unten) erhalten. 
) fire Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstante bei 
icher Milchsiuredehydrase (Herzmuskel) und Alkoholdehydrase (Hefe). 
ed In der Absorptionskiivette wurden 2,0 ccm 0,5 m-Lactat, 1,4 ccm sekun- 
Nl \sf qires Phosphat (pq der Lésung = 8,3) und 0,1 cem Milchsiuredehydrase 
t 663— = gemischt. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 0,4 ccm Co-Zymase, ent- 
parat -sprechend 0,4 mg, eingeleitet und die Extinktion nach Erreichung des 
kann Gleichgewichts (nach 10 Min.) gemessen, ebenso die Temperatur der Lésung. 
id Das Reaktionsgemisch wurde dann in einem Wasserbad auf verschiedene 
Cer 
A 50 Se eset ne ales eon nee EE 
) er: a as 7 
qf | 
48 ee 
10-104 46 
44 
= | 
es | 
ution 5+ 1087 all | 
“dro. § ” | 
38}|——+- fF t— py 
7 Po 1 | = © | 
30 37 32 33 3% 35 J6 
T-1 
— Fig. 5a. 
Abhingigkeit der Glejchgewichtskonstante Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichts- 
h- vom Py bei der Milchsiuredehydrierung konstante oder Milchsiuredehydrierung (I 
hts: durch Herzmuskeldehydrase (I) und Muskel- und Alkoholdehydrierung (11), 
; dehydrase (II). 
nte 
Temperaturen gebracht und jedesmal etwa 10 Min. zur Einstellung des 
neuen Gleichgewichtes bei der betreffenden Temperatur gelassen, worauf 
104 die Extinktion (entsprechend der Konzentration an Dihydro-Co-Zymase) 
10! abgelesen wurde. Ein analoger Versuch wurde mit Alkoholdehydrase aus 
10! Hefe angestellt. Fiir jeden Temperaturpunkt wurde dann die Gleich- 
gewichtskonstante K errechnet. 
‘en. Fig. 5a zeigt log K als Funktion der reziproken absoluten Temperatur. 
10! Es ergibt sich, daB diese Funktion sowohl fiir Milchsiure-dehydrase (I) wie 
ay fiir Alkohol-dehydrase (II) eine Gerade ist und ferner, daB K des Milchsiiure- 
fiir Dehydrierungssystems viel schneller fillt mit steigender Temperatur als K 
fem des Alkohol-Dehydrierungssystems. Dadurch wird erklirt, wieso beim Er- 
lig- wirmen des ersteren Systems eine starke Erhéhung des Dihydro-Co-Zymase- 
die wertes eintritt. (Vgl. Adler, Euler und Hellstrém”), sowie Versuch zu 
Fig. 6, S. 234. 
rd, iii ) 
wh b) Milchstiure-Apodehydrase aus Skelettmuskulatur. 
ir ‘ ee 7 r 
a Von besonderem Interesse fiir die Frage der Co-Zymase- 
ie funktion bei der Glykolyse war es, die im Skelettmuskel vor- 




















kommende ,,Milchsiiuredehydrase“ zu untersuchen. Sie gehért nach 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. COXLYV. 16 
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dem 8.228 angegebenen Schema dem Acceptorsystem der zy 
Milchsiure fiihrenden Oxydoreduktion an. Tatsichlich liBt sich jy 
Muskelextrakten, die zur Milchsiiurebiidung aus Glykogen pe. 


fihigt sind, eine Milchsiiure-dehydrase nachweisen. Sie kataly.f 
siert die Dehydrierung von Milchsiiure bei Gegenwart von Co-7y.f 
mase unter Bildung von Dihydro-Co-Zymase; sie katalysiert fernerf 
die Hydrierung von Brenztraubensiure durch Dihydro-Co-Zymase,f 
Die Kinetik dieser Gleichgewichtsreaktion stimmt mit derjenigenf 
iiberein, die fiir die gleiche Reaktion mit Herzmuskel-Dehydrase > 


beschrieben ist. 


Die Konzentration der Dehydrase im Skelettmuskel ist geringer al 
im Herzmuskel. In glykolysefihigen Muskelextrakten, z. B. Extrakten aus 


Aceton-Trockenpulver, gelingt der Nachweis mit Hilfe der Thunberg. > 


Methodik nicht ohne weiteres, d.h. man erhilt meistens recht lange Ent- 


fiirbungszeiten. Offenbar spielt die in bezug auf den Dehydrierungsvorgang f 


ungiinstige Gleichgewichtslage dabei eine Rolle. 


Dagegen gelingt der Nachweis der Bildung von Dihydro-Co- 


Zymase sehr gut auf spektrophotometrischem Wege bei Einhaltung § 


der geeigneten Konzentrationsverhiltnisse. 


ae ese 
04+ 





Min 
Fig. 6. 
Dehydrierung von Milchséiure durch Muskeldehydrase + Co-Zymase 
und Hydrierung von Brenztraubensiure durch Muskeldehydrase + Dihydro-Co-Zymase. 


Fig. 6 veranschaulicht folgenden Versuch: 0,1 cem Enzymlésung 
(10 mg Aceton-Trockenpriparat aus Kaninchenmuskel- Extrakt'*) per cem, 
5 Stunden dialysiert) + 1,4 cem Phosphatpuffer p,,; = 8,2 + 2,0ceem 0,25 m-Na- 
Lactat. Zur Zeit ¢ = 0 wurden 0,4 mg reinster Co-Zymase zugesetzt. 
Die Extinktion bei 334 my stieg entsprechend der Bildung der Dihydro- 
Co-Zymase. Nach Erreichung des Gleichgewichtes Co/CoH, wurde 3 Min. 
auf 85° erwairmt und filtriert, hierauf 0,1 cem 0,1 m-brenztraubensaures Na 
zugesetzt, wobei die Extinktion den Wert 6 annahm. (Die Differenz b—a 
setzt sich zusammen aus der beim Erwirmen infolge der Gleichgewichts- 
verschiebung neugebildeten CoH, und der Eigen-Extinktion der Brenz- 
traubensiure.) Wurde nun 0,1cem frische Enzymlésung zugesetzt (c), s0 
fiel die Extinktion sehr rasch, entsprechend der Reoxydation der Di- 
hydro-Co-Zymase durch Brenztraubensiure. 
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' Die damit erwiesene Reoxydation der Dihydro-Co-Zymase 
‘durch Brenztraubensiure bei Gegenwart von Muskelenzym wurde 
durch Bestimmung der gebildeten Milchsiiure weiter 
gesichert: 

6 eem einer Lésung von Dihydro-Co-Zymase, gewonnen durch 
Reduktion von Co-Zymase mit Hydrosulfit (Co-Zymasekonzentration 
9.1073 mol.), wurden mit 1,0 cem Phosphatpuffer py 7,4, 1,0cem 0,1 mol. 
Brenztraubensiiure-Na-Salz und 1,0 cem Muskeldehydrase (wie in Versuch 
‘zu Fig. 6) versetzt. In einer geeignet verdiinnten Parallelprobe war die Ex- 
tinktion der Mischung vor Zusatz der Brenztraubensiiure und der Abfall 


‘der Extinktion nach Zusatz der Brenztraubensiiure spektrophotometrisch 
--gemessen worden. Im Hauptansatz wurde nach 10 Min. langem Stehen bei 


20° die gebildete Milchsiiure bestimmt. Auf Grund der eingesetzten Di- 

hydro-Co-Zymase waren berechnet 0,88 mg Milchsiiure, gefunden wurden 

0,71mg Milchsiure. | 
Gleichgewichtskonstante. Wie fiir die Milchsiure- 


dehydrase aus Herzmuskel, haben wir auch fir die aus Skelett- 


muskel die Gleichgewichtskonstante und deren Abhingigkeit vom 
p, bestimmt. Die Resultate sind in Tab. 5 wiedergegeben. 


Tabelle 5. 














7 Molare Konzentrationen Gleich- 
such! pry Milch Co-Zymase — 
Nr. sdure | total Co CoH, —— 
(m7) (c) (ce — 2) (x) K 
1 | 7,4 0,035 8,04°10-> | 7,54-10-5 — 0,50-10-° | 10,4 -10! 
21 749 0,085  18,85-10-> | 17,52-10-° | 1,83-10-° | 3,2 +104 
3 | 82 0,067 | 15,70-10->  11,82-10-° | 3,88-10-° | 0,5 -104 
4 | 83 0,067 | 15,70-10-° | 11,04-10-° | 4,66-10-> | 0,35+104 
5 | 8,35] 0,035 8,04-10-5 | 5,69-10-° —-2,85-10-5 | 0,85-104 
6 8,9 0,035 8,04-10-5 5,48-107° 2,56-10-° 0,30+-104 


Die gute Ubereinstimmung der K-Werte mit den bei der 
Herzmuskel-Dehydrase erhaltenen Werten zeigt die in Fig. 5 
aufgenommene Kurve. 

Ks ist somit gezeigt, daB im Muskel das typische Milchsdure- 
Dehydrasesystem vorkommt, in welchem Brenztraubensiure durch 
Dihydro-Co-Zymase mit grofer Geschwindigkeit zu Milchsture redu- 
cert wird. Das System ist durch sein weit zugunsten der Milch- 
siiure verschobenes Gleichgewicht gekennzeichnet; es ist ein typisches 
.Acceptorsystem“. 

2. Das Donatorsystem. 

Im Falle der alkoholischen Girung konnte die Existenz einer 
Triosephosphat-dehydrase nachgewiesen werden !"), Fiir Muskel 
16* 
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liegt bisher nur eine Angabe von Gészy*%) vor, wonach mit 
ausgewaschenem Muskel und Glycerinaldehyd-phosphorsiure nach 
Zusatz von Co-Zymase Methylenblau entfirbt wird. Freilich 
ist hiermit nicht bewiesen, daB Triosephosphat unmittelbar als 
Wasserstofi-donator fungiert hat, sondern es besteht die Méglich- 
keit einer der Dehydrierung vorangehenden Umwandlung durch 
andere Enzyme. In Muskelextrakten konnte mit Hilfe der 
Thunberg-Methodik nicht nachgewiesen werden, daB Glycerin- 
aldehyd-phosphorsiiure als Donator fungiert, aber mit den gleichen 
Muskelextrakten kann auch die Donatorwirkung von Hexose- 
diphosphorsiaure und Milchsaure nicht durch den Thunberg-Versuch 
sichtbar gemacht werden’), 

Im Falle der Triosephosphorsiure versagte bisher jedoch auch 
der einfache spektrometrische Versuch. Es gelang nicht, eine 
Bildung von Dihydro-Co-Zymase nachzuweisen, sei es mit Glyce- 
rinaldehyd-phosphorsaiure, sei es mit Dioxyaceton-phosphorsiure 
als Substrat. Aus diesen vergeblichen Versuchen darf aber nicht 
der SchluB gezogen werden, daB eine Dehydrierung von Triose- 
phosphorsiure durch Co-Zymase (-+ Apodehydrase) nicht stattfindet. 
Wie weiter unten gezeigt wird, muf angenommen werden, dab 
diese Dehydrierung und die Bildung von Dihydro-Co-Zymase wohl 
vor sich geht, daB aber eine Anhiufung der Dihydro-Co-Zymase 
nicht erfolgt, weil dieselbe in einer sich anschlieBenden Acceptor- 
reaktion sofort verbraucht wird. Es findet eine homogene Dis- 
mutation zwischen zwei Molekilen Triosephosphorsiure statt. 

(4) Glycerinaldehyd-phosphorsiiure + D—Co 

= Phosphoglycerinsiiure + D—CoH, 
(5) Glycerinaldehyd-phosphorsiiure + D—CoH, 

«> Glycerin-phosphorsiiure + D—Co. 


Daf die Dismutation von Triose-phosphorsiure zu Phospho- 
glycerinsiure und Glycerin-phosphorsiiure im Muskel und Muskel- 
extrakt vor sich geht, ist durch die Untersuchungen von Embden 
und Meyerhof bekannt. Es wird nun gezeigt werden, daf die 
Dismutation iiber Co-Zymase verliuft. 

Spektrometrisch kann bisher allerdings nur nachgewiesen 
werden, daB Gleichung (5) zutrifit, d.h., daB die Reduktion der 
Glycerinaldehyd-phosphorsiiure durch Dihydro-Co-Zymase vollzogen 
wird. Da also die Apodehydrase eine Affinitit zur Triosephos- 


°) Diese Z. 222, 279 (19383). 
*”) vy. Euler u. Adler, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 16 (1936). 
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phorsiure besitzt, so wird es auBerst wahrscheinlich, da8 auch 
die Donatorreaktion (4) eine Co-Zymase-Reaktion darstellt. 


a) Das System Glycerinaldehyd-phosphorsiiure-Glycerinphosphorsiiure 
(Gleichung (5)). 

Die Acceptorreaktion (5) der homogenen Dismutation ist leicht 

nachweisbar und wird anschaulich, wenn man zuerst die Dehydrie- 

rung von Glycerinphosphorsiiure unter Bildung von Dihydro-Co- 


| Zymase, und dann die Riickdringung dieser Reaktion durch Zu- 


satz von Glycerinaldehyd-phosphorsiiure spektrophotometrisch miBt. 





—————— r - - yo 
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Fig. 7 Fig. 8. 
Dehydrierung von a-Glycerin-phosphorsiure und Dehydrierung von a-Glycerin- 
Hydrierung von Glycerinaldehyd - phosphorséure phosphorséure und Hydrierung von 
durch Muskeldehydrase + Co-Zymase. Dioxyaceton- phosphorsiure durch 


Muskeldehydrase + Co-Zymase. 


In Fig. 7 ist folgender Versuch dargestellt: In der ersten Phase erfolgt 


| die Dehydrierung von e-Glycerin-phosphorsiiure*) durch Co- 
' Zymase (Versuchsmischung 2,0 cem 0,5 mol. «-glycerin-phosphorsaures Na, 


1,6 cem NagHPO,, 0,1 cem m-NaF, 0,1 ccm Extrakt aus Aceton-Trockenpulver, 


04mg Co-Zymase). Nach Erreichung des Gleichgewichts (a) wird 0,1 ccm 
' einer 0,1 mol. Lésung von glycerinaldehyd-phosphorsaurem Na*) 
zugefiet: die Extinktion fiillt sofort ab infolge der Reoxydation der Di- 


hydro-Co-Zymase. 
Fig. 8 stellt einen analogen Versuch dar, in welchem aber bei (a) 


| 01 cem 0,1 mol. Dioxyaceton-phosphat*) zugesetzt ist. Auch hier er- 


folgt sofortiges Verschwinden der Dihydro-Co-Zymase. 


Aus diesen Versuchen wird klar, daB die Reaktion (5) ganz 
analog dem System Acetaldehyd—Alkohol und dem System Brenz- 
traubensiiure—Milchsiiure eine typische ,,Acceptorreaktion“ darstellt: 


*) Priparate von «- und §-Glycerinphosphat verdanken wir Herrn 


| Dr. E. Bauer (Prag); Herr Prof. Hermann O. L. Fischer (Basel) hatte 
| die Freundlichkeit, Glycerinaldehyd-phosphat fiir uns herstellen zu lassen; 


Dioxyaceton-phosphat hat uns Herr Prof. O. Mey erhof (Heidelberg) freund- 
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das Gleichgewicht liegt weit nach rechts verschoben, obwohl die 
Aldehyd-phosphorséure in sehr kleiner, die Alkohol-phosphors‘iur, 
in sehr groBer Konzentration vorliegen. Ks wird verstiindlich, daj 
eine Anhaufung von Dihydro-Co-Zymase bei der Dehydrierung 
von Glycerinaldehyd-phosphorsiure nach Gleichung (4) in Gegep. 
wart von iiberschiissiger Glycerinaldehyd-phosphorsiure nicht statt. 
finden kann. 

In einem besonderen Versuch wurde festgestellt, daB Dihydro-(o. 
Zymase in Gegenwart des Muskelenzyms nicht durch Phosphoglyce. 
rinsiure reoxydiert wird. Diese Tatsache muB so gedeutet werden, dag 
die Donatorreaktion (4) nicht umkehrbar, oder zumindest weit nach rechts 
verschoben ist. Ganz analog findet man iibrigens, daB auch Phosphohexon. 
siiure die reduzierte Co-Dehydrase II in Gegenwart der Hexosemonophosphit. 
Dehydrase (Warburg und Christians ,,Zwischenferment“) ‘nicht reoxy. 
diert. Die Vorginge Triosephosphorsiiure > Phosphoglycerinsiure, kataly. 
siert durch Co-Zymase, sowie Hexosemonophosphorsiure —> Phosphohexon- 
siiure, katalysiert durch Co-Dehydrase II, sind wohl wegen ihrer ein. 
seitig zugunsten der Dihydro-Co-Dehydrasen liegenden Gleichgewichte als 
typische ,,Donatorsysteme“ zu bezeichnen. 

Die Dehydrierung von «-Glycerin-phosphorsiure durch eine 
aus Muskel dargestellte Enzymlésung ist kiirzlich von D, EK. Green”) 
beschrieben worden. Green fand keine Aktivierung der Dehydrase 
durch Co-Zymase und nahm deshalb an, daB letztere entweder 
fir das System entbehrlich sei, oder daB ein Co-Enzym fest mit 
dem Knzym verkniipft sei, so daB es beim Auswaschen des Mus- 
kels nicht entfernt werden kénne. 

Unsere Versuche zeigen aber eindeutig, daB es im Muskel eine 
Glycerinphosphorsdure-Dehydrase gibt, deren prosthetische Gruppe 
Co-Zymase ist. Greens Befund ist entweder so zu erkliren, dab 
es zwei Glycerin-phosphorsiure-Dehydrasen gibt — eine oline 
Co-Zymase wirksame, die in Greens Versuchen hauptsiichlich in 
Erscheinung getreten ist, und eine zweite mit Co-Zymase als prosthe- 
tischer Gruppe —, oder daB bei der Herstellung des Enzyms die 
Co-Zymase nicht vollstiindig aus dem Muskel ausgewaschen und 
in die Enzymlésung gelangt war. Die letztere Miglichkeit diirfte 
die wahrscheinlichere sein; eine Bestimmung von Co-Zymase in 
der Enzymlésung hat Green nicht vorgenommen und es ist wohl 
méglich, daB seine Dehydrase in bezug auf Co-Zymase bereits 
optimal aktiviert war. 

Obgleich der Nachweis der Bildung von Dihydro-Co-Zymase 
bei der Dehydrierung von Glycerin-phosphorsiure durch die Ver- 


8) Biochemie. J. 30, 629 (1936). 
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suche zu Fig. 7 und 8 bereits gefiihrt ist, soll durch den folgen- 
jen Versuch noch ein Beweis hinzugefiigt werden (Fig. 9): 


1,0 cem 0,2 mol. a-Glycerin-phosphorsiure (Na-Salz) + 2,5 cem m/15- 
Na, HPO, + 0,1 com m-NaF + 0,1 ccm Muskeldehydrase (100 mg Aceton- 
trockenpriparat per ccm, 5 Stunden dialysiert). Nach Zusatz von 0,4 mg 
(o-Zymase steigt die Extinktion infolge der Bildung von Dihydro-Co- 
Zymase. Bei a wird 5 Min, auf 85° erhitzt (Zerstérung der Dehydrase) und 
fltriert: Extinktion b. Bei ec wird 0,1 cem einer Lésung von Alkohol- 
dehydrase aus Hefe zugefiigt; infolge der Verdiinnung sinkt die Ex- 
tinktion auf d, bleibt aber dann konstant. Wird jedoch (bei e) 0,1 ccm 
0,02 mol. Acetaldehyd zugefiigt, so fillt die Extinktion augenblicklich (f). 
Die zweite Phase des Versuchs (c—f) kann nur go erklirt werden, da in 
der ersten Phase Dihydro-Co-Zymase gebildet worden war, welche als 
prosthetische Gruppe der zugesetzten Alkoholdehydrase durch den Acet- 
aldehyd reoxydiert wurde. 


b) Oxydoreduktion zwischen o-Glycerinphosphorsiiure 
und Brenztraubensiure. 
Diese Oxydoreduktion, entsprechend den Gleichungen: 
(6) Glycerin-phosphorsiiure + D—Co 
<> Glycerinaldehyd-phosphorsiure + D—CoH, 
(7) Brenztraubensiure + D—CoH, +> Milchsiiure + D—Co 
ergibt sich als eine unmittelbare Folgerung aus den voranstehend 
beschriebenen Systemen. Sie laBt sich im spektrometrischen Ver- 


such leicht demonstrieren (Fig. 10): 
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Nachweis der Bildung von Dihydro- 
Co-Zymase bei der Dehydrierung von 
a-Glycerinphosphorsiure 





Wasserstoffiibertragung von a-Glycerin- 
phosphorsiure auf Brenztraubensaure 
durch Co-Zymase. 


2,0 cem 0,5 mol. «-Glycerin-phosphorsiure + 1,4 cem Phosphatpuffer 
Po = 8,3 + 0,1 cem m-NaF + 0,1 cem Muskeldehydrase. Zur Zeit ¢ = 0 Min. 
dusatz von 0,4 mg Co-Zymase. Nach Erreichung des Gleichgewichtes Co/CoH, 
wurde kurz erhitzt und filtriert (Extinktion b). Bei c Zusatz von 0,1 cem 
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0,1 mol. Brenztraubensiure—Na-Salz (Kigen-Extinktion, Anstieg auf d). Nag} 
Zusatz von 0,1 cem frischer Dehydraselésung (e) erfolgt sofortiger Abf,|j 
der Extinktion, entsprechend der Reoxydation der Dihydro-Co-Zy. 
mase unter Bildung einer iquivalenten Menge Milchsiure 
(vgl. S. 235). 

Bei dieser Oxydoreduktion wird das System (6), welches seine; 
Gleichgewichtslage nach an sich ein ausgesprochenes ,,Acceptor. 
system“ ist, zu einem wasserstofiliefernden, d. h. einem ,,Donator. 
system“. Biologisch diirfte die Koppelung der Systeme (6) und (7) 
von untergeordneter Bedeutung sein; nach Meyerhof und Kiess. 
ling!) ist die Geschwindigkeit dieser Reaktion kleiner als die 
Gesamtgeschwindigkeit der Milchsiurebildung bei der Glykolyse 
und kommt deshalb fiir den Hauptweg nicht in Betracht. 

Die als Hauptreaktion wahrscheinlich ablaufende Dismutatioy 
zwischen Triosephosphorsaiure und Brenztraubensiure kam 
aus den auf 8. 236 dargelegten Griinden im spektrometrischen 
Versuch nicht ohne weiteres veranschaulicht werden. Die in der 
vorliegenden Mitteilung aufgezeigten Teilreaktionen einerseits und 
die bekannte Tatsache andererseits, daB Triose-phosphorsiure 
und brenztraubensiure miteinander zu Phospho-glycerinsaure uni 
Milchsiure dismutieren, liefern jedoch nach unserer Meinung 
zwingende Argumente dafiir, dafi auch die letztgenannte Oxydo- 
reduktion ein gekoppeltes System von Dehydrase-reaktionen dar: 
stellt, ber denen Co-Zymase als Wasserstoffiibertrdger fungiert. In 
einfachsten Fall wird der Oxydoreduktion zwischen Triosephos- 
phat und Brenztraubensiure die durch die Gleichungen (1) und (2 
dargestellte Formulierung entsprechen. 

Die Teilnahme der Co-Zymase als Wasserstoffiibertriger bei 
der Glykolyse geht weiterhin deutlich hervor aus den im folgen- 
den Abschnitt beschriebenen Versuchen iiber die Milchsiiurebildung 
aus Hexose-diphosphat und anderen Donatoren auf der einen 
Seite und Brenztraubensiure auf der anderen Seite in lang dialy- 
sierten Extrakten. 


3. Co-Zymase als Wasserstoffibertriger zwischen 
Hexosediphosphorséure bzw. Triosephosphorsaure 
oder Glycerinphosphorsiure einerseits 
und Brenztraubensiure andererseits. 

a) Hexosediphosphorsiure als Donator. 

Wie am Anfang dieses Kapitels erwihnt, ist es bisher nicht 
méglich gewesen, glykolysefahige Extrakte so zu dialysieren, dab 


sie frei von Co-Zymase wurden, aber trotzdem die Fiahigkeit zur 
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Nach Tabelle 6. rt 


A bfall ee € Y . 
Enzympriparate. Aceton—Trockenpulver'’) aus Kaninchenmuskel- 


»-Zy. 

dure ‘Extrakt, 100 mg per Kubikzentimeter Wasser. Extrakt A wurde bei 
‘Zimmertemperatur, Extrakt B bei 0° dialysiert. Die Dialysezeiten und 

* ‘der Gehalt an Co-Zymase (Co) und Dihydro-Co-Zymase (CoH,) sind aus der 

a 'Tabelle zu entnehmen. 

ptor. Versuchsansiitze. Je 1 ccm Enzymlésung wurde mit 0,2 cem 


ator. '0,1 mol. Phosphatpuffer p;; = 7,4 und mit den in der Tabelle angegebenen 
d (i) ibrigen Komponenten versetzt; jeder Ansatz mit Wasser auf 2,0 cem er- 
ess. ME ginzt. Reaktionszeit 60 Minuten, Temperatur 20°. Milchsiurebestimmung 

















die nach Firth-Charnas. 
' Versuchsansatz: 
Co-Zymase- 1,0 ccm Extrakt + 0,2 cem Puffer + 
ton ps. ; gehalt a pa 
on = Dialysen- ks so Sis | 3 a oO], 
anu Mi trakt , 50 /eem oSeleazl ge (Sega iG bs 
shen MM Xr. | Sauer jefs/e4b oa | POR EES 
ie | | Sya|o aia 5 Sis 
Co | CoH, | | | 
und & | cem | cem | ccm com || mg 
iure mane | | | 
i: A, nicht 28 | 2 02; — | - / — 0,77 
und dialysiert 0,: ee i. a 0,35 
ung — 0,25 0,1 - 0,39 
ido. 02 | 025 | 01 | — 1,15 
0,2 0,25 | 0,1 0,25 1,02 
lar- . | 
; A, 5 Stdn. 2 | 1 0,2 zz 0,17 
a 0,2 — 0,1 — 0,06 
os a | ei 2; = 0,14 
(2) | 0,2 0,25 0,1 ~-- 0,54 
| 0,2 | 0,25 0,1 0,25 0,67 
be A, 16 Stdn. 0,3 | 03 | 02 | — - ase 0,04 
Cl | 02 | — 0,1 0,04 
el- = | — 0,25 0,1 0,02 
ia 0,2 | 0,25 | 01 — 0,17 
p 02 | 025 | 0,1 0,25 0,41 
en | 
ly B, | 20,5 Stdn. 0,4 | 0,2 | 0,2 _ , - 0,28 
| | oe.) ~ ae 0,06 
| — | 025 | 01 - 0,06 
0,2 | 0,25 | 0,1 cs 0,20 
02 | 0.25 | 01 0,25 0,56 
0,2 | 0,25 | 0,1  0,25*) | 0,28 
B, | B,, 48 Stdn. | ao ov se 0,04 
bei 0° | 0,2 | 025 0,1 0,08 
auf bewahrt 0,2 | 0,25 0,1 0,25 0,59 t 
| 02 | 0,25 | 01 | 0,25**)| 031 
ht 
8 *) 5 Minuten in 0,02 n-NaOH auf 100° erhitzt (Zerstérung der Co-De- 
hydrasefunktion). t 
ul “*) Dihydro-Co-Zymase, durch Hydrosulfitreduktion dargestellt. 
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Milchsiurebildung aus Kohlenhydrat wieder erlangten, wenn dj 
Co-Enzyme wieder zugefiigt wurden. Die irreversible Schidiguno 
von Teilenzymen bei langdauernder Dialyse war unvermeidlict, 
Vor kurzem haben jedoch Meyerhof und Kiessling!) mj. 
geteilt, daB in sehr lang dialysierten Enzympriparaten noch ein 
Oxydoreduktion zwischen Hexosediphosphorsaure und 
Brenztraubensiure ausgelést wird, wobei in Gegenwart yoy 
NaF pro Mol. verschwundener Brenztraubensiure 1 Mol. Milch. 
siure und 1 Mol. Phosphoglycerinsiure auftreten. Es kann nw 
leicht gezeigt werden, daB in diesem System das Zustandekommen 
der Milchsaiurebildung an die Gegenwart von Co-Zymase gekniipf 
ist. Wir verfolgten den Gehalt der Enzymlésungen an Co-Zymase 
und Dihydro-Co-Zymase wahrend der Dialyse und _ bestimmten 
zu verschiedenen Zeiten die Milchsiiurebildung aus Hexosediphos. 
phat und Brenztraubensiure im Extrakt allein und nach Zusat 
von reiner Co-Zymase, ‘Tab. 6 zeigt zwei Versuchsreihen it 
zwei verschiedenen Enzymlésungen (S. 241). 

Aus der Tab. 6 ist zu entnehmen, daB die Entfernung der 
Co-Zymase durch 16—20 Stunden lange Dialyse bis auf geringe 
Spuren gelang: die Lésungen A, und B, enthielten nur 0,6 Kin- 
heiten Gesamt-Co-Zymase per ccm, entsprechend etwa 1,5 7. In 
diesen Lésungen wird (im kompletten System) nurmehr_ wenig 
Milchsiure gebildet. Zusatz von Co-Zymase ruft jedoch ewe 
betrdchtliche Steigerung der Milchsdurebildung hervor.  Alkalisch 
erhitzte Co-Zymase (letzter Ansatz mit Lésung B,) kann unter 
diesen Versuchsbedingungen die intakte Co-Zymase nicht ersetzen. 
Dagegen erwies sich Dihydro-Co-Zymase (letzter Ansatz mit 
Lésung B,) ebenso aktiv wie Co-Zymase. 

Die folgende Tab. 7 zeigt noch einige Versuche mit Extrakten, 
die durch eine effektive Riihrdialyse von Co-Zymase befreit wurden, 
wobei die Dialysezeit wesentlich abgekiirzt werden konnte. Die 
Hoffnung, dadurch zu wirksameren Enzympriparaten zu gelanget, 
erfiillte sich jedoch nicht. 

Tab. 7 zeigt, daB in den dialysierten Extrakten Adenylsiure 
ebensowenig wie alkalisch inaktivierte Co-Zymase die intakte 
Co-Zymase ersetzen kénnen. Aus den Versuchen mit Lésung 
ergibt sich weiterhin, daB die zur vollen Aktivierung notwendige 
Menge Co-Zymase sehr klein ist: 25 y Co-Zymase sind hierzt 
ausreichend. 


In einer soeben erschienenen Mitteilung berichten Meyerhot 


und Ohlmeyer'), daB bei Zusatz von Magnesiumsalz zu den lang- 
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Co-Zymase, das wasserstoffiibertragende Co-Enzym usw. 


Tabelle 7. 


Enzympriaiparate. Aceton-Trockenpulver-Extrakt. Loésung C. 
4Stunden Riihrdialyse. Lésung D und E: 4'/, Stunden Riihrdialyse. Ver- 
suchsansitze vgl. Tab. 6. Jeder Ansatz mit Wasser auf 2,0 ccm ergiinzt. 





—— > eS aE ECS ET — 


Co- Versuchsansatz: 1,0 cem Extrakt + 0,2 cem Puffer + 
acne | Zymase- gt ogee ha mance eames meemaamen warms 
cones gehalt Bs mol. | 0,1 mol. 1,0 mol. Co- /|Adenyl- Milch- 

Nr. exosedi-- Brenz- | NaF | Zymase | siure siiure 
Co per} phosphat traubens.| “ a , geb. 

ccm ecm | cem | ccm mg | mg mg 

C 1,0 0,2 — | — — | — 0,08 
0,2 0,25 | 0,1 me. 4 0,19 

- ~_ 0,1 0,25 . 0,05 

0,2 025 | 0,1 0,25 _ 0,55 

D 0,5 0,2 , _ _ 0,11 
0,2 0,25 | 0,1 — 0,07 

~ —_ | 0,25 0,07 

0,2 0,25 | 0,1 0,25 — 0,52 

0,2 025 | 0,1 _ 0,25 0,11 

E 1,2 0,2 = ae 0,17 
0,2 0.25 | O01 — | — 0,24 

02 .| 025 | 0,1 025 | — 0,49 

0,2 025 | 0,1 —_ | — 0,49 

0,2 025 | 0,1 0,25*) | 0,26 








*) 5 Minuten in 0,02 n-NaOH auf 100° erhitzt. 


dialysierten Extrakten die notwendige Co-Zymasemenge stark 
heruntergedriickt wird, wenn gleichzeitig Adenylsiure zugegen ist. 
Dieser interessante Kombinationseffekt beruht auf einer noch nicht 
niher aufgeklarten Wechselwirkung zwischen Hexose-diphosphat 


'und Adenylsiiure einerseits?®) und dem Oxydoreduktions-system 
 andererseits. 


b) Andere Donatoren. 


Nach Meyerhofs Untersuchungen ist die gewohnliche Hexose- 
diphosphorsiiure nicht der eigentliche Wasserstoffdonator bei der 


| Glykolyse, und auch die Funktion der beiden mit Hexose-diphos- 


phorsiure im Gleichgewicht stehenden Triose-phosphorsiuren ist 
nicht endgiiltig erschlossen. Diese Substanzen kénnen daher eben- 
s0 wie Glycerin-phosphorsiure bisher nur als Modelle gewertet 
werden. In Tab. 8 ist die Donatorwirkung von Hexose-diphos- 
phat gegeniiber Brenztraubensiure verglichen mit derjenigen von 
Dioxyaceton-phosphorsiure, Glycerinaldehyd-phosphor- 


/Siure und w-Glycerin-phosphorsaure. 


2°) a) Lutwak-Mann u. Mann, Biochem. Z. 281, 140 (1935). b) Oh1- 
meyer, Biochem. Z. 283, 114 (1936). 
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Tabelle 8. 


Enzympraparat. Aceton-Trockenpulver-Extrakt, 100 mg/ccy, 
4"/, Stunden Riihrdialyse. Co-Zymasegehalt 1,2 Co/eem. Substrate 
0,1 mol. Hexosediphosphat, 0,1 mol. «- bzw. §-Glycerinphosphat, tibrige 
Substrate 0,2 molar. — 0,1 mol. brenztraubensaures Na. — Jeder Ansat, 
enthalt 1,0 cem Extrakt + 0,1 cem NaF + 0,2 cem Puffer. 





rn, 











Substrat valle Co-Zymase a 
eem mg mg 
~~ - 0,02 
0,2 com Hexosediphosphat | ) . 7 “re 
| 0,25 0,25 0,87 
- — 0,24 
0,2 cem Dioxyacetonphosphat . . | 0.95 uel ao 
0,25 0,25 0,39 
wm - 0,17 
0,2 cem Glycerinaldehydphosphat | 0,25 _— “ra 
0,25 0,25 0,47 
_ a 0,06 
0,2 cem «-Glycerinphosphat. . . | 0,25 — co 
0,25 0,25 0,66 
0,2 cem §-Glycerinphosphat. . . | nae 0,25 a8 
Ohne Substrat . j 0.95 as et 


Wie aus den spektrometrischen Versuchen (vgl. S. 239) zu 
erwarten war, wird auch die Oxydoreduktion zwischen «-Glyce- 
rin-phosphorsiure und Brenztraubensiiure durch Co-Zymase akti- 
viert. §-Glycerin-phosphorsiure wird in Ubereinstimmung mit 
friiheren Feststellungen*) iiberhaupt nicht angegriffen. Dioxy- 
acetonphosphorsaure ist eine labile Substanz und zerfillt leicht 
in Methylglyoxal bzw. Milchsiure; die mit diesem Triosephosphat 
erhaltenen Milchsiurewerte sind deshalb schwer zu deuten. Da- 
gegen ergibt sich ein eindeutiger Co-Zymaseeffekt bei der 
Oxydoreduktion zwischen Glycerinaldehyd-phosphor- 
siure und Brenztraubensiure. Dieser Nachweis erscheint 
besonders wichtig, weil er, wie erwihnt, im direkten spektro- 
metrischen Versuch nicht erhoben werden konnte. 


*°) Boyland, Biochemic. J. 28, 1409 (1934). 
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Co-Zymase, das wasserstoffiibertragende Co-Enzym usw. 945 


Fir den Mechanismus der Umsetzung zwischen Glycerin- 
‘aldehyd-phosphorsiure und Brenztraubensiure gilt mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit das System der Gleichungen (1) und (2). 


Zusammenfassung. 
1. Co-Zymase und Dihydro-Co-Zymase kénnen bei der Glyko- 


| lyse die Adenylsiure nicht ersetzen. 


2. Beim alkalischen Erhitzen von Co-Zymase (Vernichtung 


‘der Co-Dehydrase-Funktion!) entsteht ein Abbauprodukt, welches 


Adenylsiure bei der Glykolyse sowie in isolierten Teilreaktionen 
als Phosphatiibertriiger (,,Co-Phosphorylase“) ersetzen kann. Bei 


‘der sauren Inaktivierung von Dihydro-Co-Zymase entsteht keine 
| (o-Phosphorylase. 


3. Die Bildung von Dihydro-Co-Zymase bei der Dehydrierung 


bron Milchséure durch Herzmuskel- und Skelettmuskel-Dehydrase 
wurde spektrometrisch verfolgt. Das Gleichgewicht der Reaktion 


CH,-CHOH-COOH + D-Co = CH,-CO-COOH + D-CoH, 


ist weitgehend zugunsten der Milchsiiure verschoben, d.h. bei 


Gegenwart der Apodehydrase wird Brenztraubensiiure durch Di- 
hydro-Co-Zymase zu Milchsaure reduziert. Die Kinetik des Systems 
Milchsiure—Brenztraubensiure wurde untersucht und dessen Ana- 


Jogie mit dem System Athylalkohol—Acetaldehyd (Hefe) hervor- 
tcehoben. 


4, Auch das System Glycerinaldehyd-phosphorsiure—Glycerin- 
phosphorsiure ist ein reversibles, Co-Zymase-abhingiges De- 
hydrase-System; auch hier verliuft die Reaktion vorzugsweise in 
der Richtung der Hydrierung der Glycerinaldehyd-phosphorsiure 


}zu Glycerinphosphorsiure. 


d. Die Wasserstoffiibertragung von Glycerin-phosphorsiure 
auf Brenztraubensiiure durch Co-Zymase wurde spektrophoto- 


netrisch nachgewiesen. 


6. In lang dialysierten Muskelextrakten wird die Oxydo- 
reduktion zwischen Hexose-diphosphorsiure oder Glycerinaldehyd- 


phosphorsiiure oder «-Glycerin-phosphorsaure einerseits und Brenz- 


traubensiure andererseits, gemessen an der gebildeten Milchsiure, 


‘durch Co-Zymase aktiviert. 


7. Es wird der SchluB gezogen, daf Co-Zymase als Wasser- 


‘stoffiibertriiger auch dem Co-Enzymsystem der Glykolyse angehért. 
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Nachweis von 1(+)-«-Amino-n-buttersdure 
als Baustein von Eiweifstoffen. 
Von 
Emil Abderhalden und Alfred Bahn. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitiit Halle a. d. 8S.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1936.) 


Im Laufe der Zeit ist sehr oft nach ¢-Amino-n-butter- 
siure als Baustein von Eiweifstoffen gefahndet worden. ‘Trotz 
aller Bemiihungen ist es nicht gegliickt, den eindeutigen Beweis 
zu erbingen, daB diese Aminosiiure ein KiweiBbaustein ist. An 
und fiir sich war ihr Vorkommen im Eiweif wahrscheinlich. 
Nachdem es gelungen ist, zu zeigen, daB Norvalin und Nor- 
leucin verbreitete EKiweiBbausteine sind, war ein neuer Impuls 
gegeben, das Problem des Vorkommens von q@-Amino-n-butter- 
siure unter den Spaltprodukten von Eiweibstoffen in Angriff zu 
nehmen. Ein offenbarer Zufall hatte vor annihernd 20 Jahren 
zur Isolierung der genannten Verbindung gefiihrt. Der eine von 
uns (A.) hatte Edestin aus Baumwollsamen mittels Pankreatins 
hydrolysiert und bei der fraktionierten Krystallisation der einzelnen 
Aminosiuren nach Entfernung der basischen Bausteine mittels 
Phosphorwolframsiiure eine Fraktion gefabt, die Analysenzahlen 
ergab, die genau auf Aminobuttersiiure stimmten. Auch das 
Drehungsvermégen stand im Kinklang mit der Annahme, daB die 
genannte Aminosiure vorliege. Die Ausbeute war gering. Ks 
wurde neuerdings noch die Benzoyl- und Benzolsulfoverbindung 
der seinerzeit isolierten Aminobuttersiure hergestellt, um einen 
weiteren Anhaltspunkt fiir das Vorliegen der genannten Verbin- 
dung zu erhalten. Weitere Krystallfraktionen erwiesen sich als 
ein Gemisch von Valin und Aminobuttersiure (Analysenzahlen 
und Drehungsvermégen stimmten mit dieser Annahme iiberein). 
Ks gliickte nicht, eine Trennung desselben herbeizufiihren. Hin 
zweites Mal wurde einige Jahre spiiter eine Aminosiiure durch 
fraktionierte Krystallisation von aus Casein erhaltenen Abbau- 
produkten erhalten, die nach der elementaren Zusammensetzung 


| butter 
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und dem Drehungsvermégen nicht ganz reine «-Aminobuttersiure 
darstellte. In diesem Fall ergab das Benzoylderivat Analysen- 


zahlen, die genau auf Benzoyl-aminobuttersiure stimmten. In 


' der Folge ist immer wieder nach dem Vorkommen von «-Amino- 
| buttersiure unter den Spaltprodukten von EiweiBstoffen gefahndet 
| worden. Wiederholt wurden weitere Anhaltspunkte fiir ihr Vor- 
' kommen aufgefunden. Die Ergebnisse der erwihnten Unter- 
| suchungen, die von dem einen von uns(A.) durchgefiihrt worden sind, 
' erschienen deshalb nicht reif fiir eine Mitteilung, weil die ange- 
' wendete Methodik, nimlich sorgfiltige fraktionierte Krystallisation, 


nicht so beschaffen war, da& man hoffen durfte, daB bei einer 


| Wiederholung der Versuche mit Sicherheit auf die genannte 


Aminosiure gestoBen wiirde. Es bestand die Hofinung, eine 


_ Methodik ausarbeiten zu kénnen, die so beschaffen war, daB die 
' Auftndung der genannten Aminosiure auf einfacherem Wege 
| méglich sein wiirde. Nach dieser Richtung bewegten sich unsere 
| Bemiihungen in den letzten Jahren. 


Erwiihnt sei, dab im Jahre 1919 Jacob Meisenheimer’) 


» unter den Spaltprodukten von HefeeiweiB nach Aminobuttersiiure 
_ fahndete*). Er erhielt Kupfersalze, die annihernd den Gehalt des 
' aminobuttersauren Kupfers an Cu aufwiesen, jedoch vermochte 
er die Anwesenheit der genannten Aminosiure nicht eindeutig 
| zu erbringen. Er spricht selbst nur von ihrem wahrscheinlichen 
' Vorkommen. Meisenheimer verwendete zum Teil zur Trennung 
' des Gemisches von Leucin und Valin die von P. A. Levene und 
| D.D. van Slyke angegebene Methode?), nimlich die Herstellung 
' der Bleisalze. 


Es sei gleich an dieser Stelle erwihnt, da8 im hiesigen Institut um- 
fangreiche Versuche angestellt worden sind, um mit dem erwihnten Ver- 


fahren die Aminosiéuren der Leucin-, Valin- und Aminobuttersiuregruppe 
' zu trennen. Es wurden z. B. Gemische von 0,3 g 1-Leucin, 0,3 g 1-Valin 
_ und 0,3 g l-a-Aminobuttersiiure hergestellt. Die Lésung wurde mit wechseln- 
_ den Mengen von Bleiacetat fraktioniert gefillt. Trotz vielfacher Variationen 
_ der angewandten Mengenverhiltnisse der angefiihrten Aminosiiuren und der 
' fraktioniert zugesetzten Bleiacetatlésung gelang es zumeist nicht, eine 
\uantitative Trennung herbeizufiihren. Am besten lieB sich Leucin als 


Bleisalz abtrennen. Eine kleine Menge Valin wurde jedoch zumeist mit- 


. gefiillt. Vor allem gliickte die Abtrennung von a-Aminobuttersiiure vom 


*) §S. Oikawa [Jap. J. med. Sci. Trans. 1, 61 (1925)] gibt an, 


_ «-Aminobuttersiure unter den Spaltprodukten der Sklera des Walfisch- 
| auges gefunden zu haben. Leider war uns die Originalarbeit nicht zu- 
_ ginglich. Infolgedessen kann nicht gepriift werden, ob eine zuverlissige 
_ Angabe vorliegt. 
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Nachv 


Valin nicht so befriedigend, da der Versuch Erfolg versprach, Amino. 
siiuregemische, die bei der Hydrolyse von Eiweifstoffen gewonnen worde 
sind, nach dieser Methode auf das Vorkommen von Aminobuttersiure z 
untersuchen. 

Bei der Hydrolyse von HefeeiweiB wurde, schon bevor die unten 
mitgeteilten Versuche in gréBerem MaBstab durchgefiihrt worden waren, 
versucht, die leichter léslichen Aminosiiurefraktionen, deren Stickstoffgehalt 
die Anwesenheit von Aminobuttersiiure vermuten lieB, mit Bleiacetat frak. 
tioniert zu fillen. Es gelang jedoch nicht, einheitliche Verbindungen x 
isolieren. Wohl aber konnte durch nachtrigliche fraktionierte Krystalli. 
sation eine Verbindung abgetrennt werden, die in wéaBriger Lésung 
[a}” = + 7,2° aufwies. In 20°/,iger Salzsiure betrug [o]?° = + 12,7° 
Auch der Stickstoffgehalt sprach fiir 1-a«-Aminobuttersiure. Es_ reichte 
jedoch die isolierte Menge an reiner Verbindung nicht zur Herstellung von 
Derivaten aus. 
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Wir haben in der Folge uns nach anderen Methoden zuf¥ Amin 
Charakterisierung der «-Aminobuttersiure umgesehen. Wir gingenfM auf, - 
dabei von dem fiir den Nachweis von Norvalin angewandten Ver- sind. 
fahren aus*). Bei diesem wurde die Beobachtung beniitzt, wonachiM und 
a«-Bromisovaleriansiure auferordentlich viel langsamer aminiertff fihru 
wird als g¢-Brom-n-valeriansiure. Hat man eine Aminosiure vor Amin 
sich, die nach ihrer Zusammensetzung in die Reihe der Amino-§ der i 
valeriansiiure gehért, dann laBt sich nach Uberfiihrung derselbenf ander 
in die entsprechende a-Bromfettsiiure durch Verfolgung des zeit-M Meth 
lichen Verlaufs der Aminierung leicht entscheiden, ob Valin oderff sein, 
Norvalin vorgelegen hat. An Stelle der Kinwirkung von Ammoniakff die e1 





















auf die Bromfettsiure kann man auch Trimethylamin einwirken ; 
lassen. Es wurde nun systematisch die Geschwindigkeit der Tr-% butte: 
methylaminierung von Bromessigsiure, d,l-¢-Brompropionsiurg— genon 
und d,l-g-Brombuttersiure untersucht und im Zusammenhang mi uns i 


den erhobenen Befunden gepriift, ob sich die Méglichkeit ergibi® fortge 
auf dem angedeuteten Wege in einem Gemisch dieser Amino Kryst 
siuren und insbesondere der beiden letzteren die Anwesenheif® Kryst 
von «-Aminobuttersiure festzustellen. Die Produkte der ‘Tr werde 
methylaminierung wurden als Goldsalz isoliert. Es zeigte sich und % 
daB die Geschwindigkeit der Trimethylaminierung bei dem bestin 
Bromessigsiure und der d,l-«-Brompropionsiure annihernd dif stallfr 
gleiche war, dagegen verlief diejenige der d,l-a-Brombuttersiurg Stich) 
erheblich langsamer. Im Anschluf an diese Beobachtung wurde zwei 
molekulare Mengen von Bromessigsiure, d,l-¢-Brompropionsiur§ léslicl 
und d,l-e-Brombuttersiure der Kinwirkung von Trimethylami§ fall d 
ausgesetzt. Die EKinwirkung des Amins wurde in einem Zeitpunki™ geprii 
unterbrochen, in dem angenommen werden konnte, daB die beideif betret 


Ho} 
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ne ersteren Bromfettsiuren vollkommen trimethylaminiert waren, 
ure ng Wahrend die letztere noch zum gréSten Teil als Bromverbindung 


yorlag. Diese wurde durch Ausiithern entfernt und durch Ein- 
unten wirkung von Ammoniak in die zugehérige Aminofettsiure iiber- 
waren.@ sefiihrt. Es gelang so, in ganz befriedigender Ausbeute d,1-c- 
Behalf \minobuttersiiure zu isolieren. Der Versuch wurde mit den 
ag entsprechenden optisch-aktiven Bromfettsiiuren wiederholt. Auch 
stall. hierbei gelang die Abtrennung der «-Aminobuttersiure. Der 
Ssungm eingeschlagene Weg ist somit gangbar, wenn es sich um die 
12,1, Trennung eines Gemisches von Alanin und «-Aminobuttersiure 
eichtel™ handelt. Die praktische Erfahrung zeigt jedoch, daB diese beiden 
S Yo" Aminosiuren sich leicht unmittelbar durch fraktionierte Kry- 

stallisation trennen lassen. In den aus EiweiB gewonnenen 
1 zur Aminosdurefraktionen tritt die Aminobuttersiure in Gemischen 
ingen auf, in denen Vertreter der Valin- und Leucingruppe enthalten 
Ver- sind. Insbesondere kommen in Frage Norleucin, Isoleucin, Valin 
nach und Norvalin. Leider versagt bei diesem Gemisch die Uber- 
niert™ fihrung der Aminosiuren in Bromfettsiuren mit nachtriglicher 
2 vor’ Aminierung bzw. Trimethylaminierung, weil die Geschwindigkeiten 
nino-@ der in Frage kommenden Reaktionen nicht weit genug ausein- 
elben ander liegen. Es kénnte jedoch einmal die eben erwiihnte 
zelt-/ Methode bei der Gewinnung von «-Aminobuttersiure von Nutzen 
ode sein, und zwar dann, wenn Gemische anderer Aminosiiuren als 
yniaki® die erwiihnten vorliegen. 
irker Wir haben die Frage nach dem Vorkommen der «-Amino- 
Tr buttersiure unter den Spaltprodukten von EiweiB erneut auf- 
ium genommen, und zwar wandten wir ein Verfahren an, das sich 
y mit uns im hiesigen Institut wiederholt gut bewihrt hat, nimlich die 
‘gibi fortgesetzte fraktionierte Krystallisation, wobei das Auftreten von 
11nd Krystallen sorgsam beachtet wird. Ferner wird die Zahl der 
nheiif® Krystallisationen groB gewihlt. Bei jeder einzelnen Fraktion 
‘Tr werden der Stickstoffgehalt und das Drehungsvermégen in Wasser 
sicl® und 20°/,iger Salzsiure bestimmt. Man kann aus diesen Werten 
de® bestimmte Schliisse auf die Zusammensetzung der einzelnen Kry- 
dif stallfraktionen ziehen. In der Regel geht man so vor, da’ man 
ime Stichproben macht, d.h. eine schwer lésliche Fraktion, dann eine, 
rde® zwei oder mehrere leichter lésliche und endlich die leichtest 
‘jure lésliche in der genannten Weise untersucht. Je nach dem Aus- 
milf fall der Befunde werden weitere Krystallfraktionen entsprechend 
unk geprift. Erkennt man, dab Gemische vorliegen, dann werden die 
ides betreffenden Krystallfraktionen weiter fraktioniert, bis man zu 
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einheitlich zusammengesetzten Verbindungen gelangt. Dieser Wed 
ist sehr miihsam und zeitraubend. Er erfordert sehr viel Er. 
fahrung. Er fiihrt jedoch, und das ist die Hauptsache, zum Ziel 
Ks ist uns gelungen, in dieser Weise aus HefeeiweiB in einwand.f 
freier Weise l-a-Amino-buttersiure zu isolieren. Die Iden 
tifizierung erfolgte nicht nur auf Grund der Elementaranalyse, de: 

Feststellung des Drehungsvermégens in Wasser und 20°/, igeg” 
Salzsiiure, vielmehr stellten wir noch das Benzolsulfoderivay 
her und verglichen die Eigenschaften dieser Verbindung mit den.f 
jenigen des entsprechenden Derivates der synthetisch dargestelltef 
|-a-Aminobuttersiure. Auch ein Mischschmelzpunkt wurde durch §— 
gefihrt. Wir haben die 1-a-Aminobuttersiiture nicht nur aug 


einer einzelnen Krystallfraktion gewonnen, sondern aus mehreren§. - 


Weiterhin gliickte es, aus HefeeiweiB 1(+-)-Norvalin, 1(+-)-Nor-§ 
leucin und 1(+)-Isoleucin zu isolieren. Endlich sind Anhalts-f 
punkte gefunden worden fiir das Vorhandensein von Oxyamino. 

siiuren und insbesondere fiir Oxy-aminovaleriansiure, jedoch stehif 


der endgiiltige Beweis des Vorkommens von diesen Verbindungen§ 
im HefeeiweiB noch aus. 


Experimenteller Teil. 


Trimethylaminierung von Bromessigsaure, d,l-«-Brompropionsaur§ 
und d,l-«-Brom-n-butterséure*). 2,6350 ¢ Bromessigsdiure wurden inf 
20 ecm 25°/,iger wiBriger Trimethylaminlésung bei 37° aufbewahrt. Nachi 
je 1 Stunde wurde aus dem Gemisch je 1 cem herauspipettiert. Das al 

















1 Trimethylaminierung von Bromessigsiure 
4 ” ,, 4d,l-a-Brompropionsiure 
S ” », d,l-a-Brom-n-buttersdure 


gespaltene Brom wurde nach Volhard bestimmt. Kurve 1 der Figur zeigtf 
den Verlauf der Trimethylaminierung der Bromessigsiure unter den erwihnteuf 
Bedingungen. Zur Charakterisierung des entstandenen Betains diente daf- 





*) Diese Versuche sind 1932 unter Mitwirkung von Herrn Dr. B. Mende!-— 
sohn durchgefiihrt worden. 
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| coldsals C,H,,0,N -HCl- AuCl,. Zu seiner Darstellung wurde der mehrfach 


verdiinnter Salzsiiure gelést. Nach Zugabe einer 10°), igen Goldchloridlésung 


Diet 


 fiel das Goldsalz aus. Es wurde aus salzsiiurehaltigem Wasser umkrystallisiert. 


» Idene 


Es ist in kaltem Wasser schwer léslich, leichter léslich in Alkohol und 
_Ather. Zersetzungsp. 208°. 
: 0,0841 g Subst.: 0,0365 g Au, ber. 0,0363 g. — 0,0509 g Subst. verbr. 


d,l-eo-Brompropionsiure wurde unter den gleichen Bedingungen in 
' die Trimethylaminverbindung iibergefiihrt. Kurve 2 der Figur gibt den Ver 


- jauf der Trimethylaminierung wieder. Das in gleicher Weise, wie oben, 


_hergestellte Goldsalz zersetzte sich bei 240°. 
0,0093 g Subst.: 0,00389 g Au, ber. fiir C oH.» N: Cl; AuCl,, 0,00389 g 


Auch die d,l-e-Brom-n-buttersiiure wurde in tile Weise in 
die Trimethylaminverbindung iibergefiihrt. Kurve 3 der Figur zeigt den 
zeitlichen Verlauf der Bromabspaltung. Auch hier wurde das Golddoppelsalz 


" ‘ zur Charakterisierung des Betains dargestellt. Es bildet langgestreckte, rauten- 
stele 
. Wasser, leicht in Alkohol und Ather. Zersetzungsp. 142°. 


formige Krystalle (aus verdiinnter Salzsiiure). Es list sich schwer in kaltem 


0,01555 g Subst.: 0,00627 g Au, ber. fiir C, HO, N-Cl; AuCl, 0,00627 


| 0,0486 g Subst. : verbr. 0,9 cem n/10- H,SO, = 2,86°/, N, ber. 2,88°/,. 


Isolierung der bei der Trimethylaminierung nicht umgesetzten 


‘ 4 d,l-«-Brom-n-buttersaure aus einem Trimethylaminierungsgemisch von 
“ge _ Bromessigsaure, d,l-c-Brompropionsaure und d,]-«-Brom-n-buttersdure. 
en ue 


Nach : 


Es wurden 8,78 g Bromessigsiiure, 9,9 g d,l-e-Brompropionsiure und 10,8 g 
d,l-e-Brom-n- butterstiure mit 180 cem einer 25°/,igen wiBrigen ° Trimethyl- 
aminlésung iibergossen und in einer Druckflasche unter wiederholtem heftigen 
Durehschiitteln 2 Stunden lang bei 37° aufbewahrt. MHierauf wurde das 
freie Trimethylamin unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand 
zur Aufnahme der noch vorhandenen «-Brom-n-buttersiure mehrfach aus- 
geiithert. Die itherische Lésung wurde zur Entfernung von etwa mit- 
gelésten Betainen mit Wasser durchgeschiittelt, dann mit gegliihtem Natrium- 
sulfat getrocknet und hierauf verdampft. Es verblieb ein gelblicher Riick- 
stand. Er roch stark nach Bromfettsiure. Er wurde mit der 5fachen Menge 
einer 25°/,igen wiBrigen Ammoniaklésung iibergossen. Die Lisung wurde 
bei 37° aufbewahrt, und zwar so lange, bis tiber 90°/, des gebundenen 
Broms abgespalten waren. Hierauf wurde die Lésung zur Trockne ver- 
dampft. Den Riickstand kochten wir wiederholt mit Alkohol aus. Es ver- 
blieben in Alkohol unldésliche glinzende Plittchen, deren Eigenschaften mit 
denen der d,]-c-Amino-n-buttersiure tibereinstimmten. 

0,0299 g Subst. verbr. 2,9 cem n/10-H,SO, = 13,58°/, N, ber. fiir 
C,H,NO, 18,59°/, N. 


1(+)-Amino-n-buttersaure aus Edestin. 1 kg Edestin aus Baumwoll- 
samen wurde mittels Pankreatins (2mal je 50 g in Abstiinden von 3 Wochen 
zugesetzt) solange verdaut, bis das Verhiltnis von NH,-N: N sich nicht mehr 
‘inderte. Die Reaktion wurde dauernd kontrolliert und bei anniihernd 
i7* 
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Pr 8,2—8,4 gehalten. Hierauf wurde filtriert und die klare, gelbliche Lésung§ ; 0}; 
auf dem Wasserbade eingeengt. Es wurden so die schwer léslichen Amino. f 
siiuren wie Tyrosin und Leucin entfernt. Hierauf wurde das Filtrat derf prod 
abgeschiedenen Krystallisationen, nachdem es mit 5°/,iger Schwefelsiiure Byers 
versetzt worden war, mit Phosphorwolframsiure gefillt. Der Niederschlag § 
wurde abgesaugt, mit 5°/,iger Schwefelsiiure gewaschen und schlieBlich > 
unter der hydraulischen Presse abgepreBt. Aus dem nicht fillbaren Tei! 
wurde, wie iiblich, die Phosphorwolframsiure mit Baryt entfernt und derf 


Uberschu8 an Barium mit Schwefelsiiure. Das Filtrat wurde der fraktionierten § 


Krystallisation unterworfen. Insgesamt wurden zuniichst 25 Krystallfraktionen 


gewonnen. Die letzte Mutterlauge wurde im Vakuum zur Trockene ver.§ 


dampft und mit Alkohol zur Gewinnung von Prolin ausgekocht. Von siimt. 
lichen Krystallfraktionen wurden Stickstoffanalysen ausgefiihrt; ferner wurde 


das Drehungsvermégen in Wasser und in 20°/,iger Salzsiiure festgestellt. § 
Diejenigen Krystallfraktionen, die einen Stickstoffgehalt von 183—14°, bef 
saBen und deren Drehungsvermégen auf Anwesenheit von 1(+)-Amino-n- F- 


buttersiiure hinwiesen, wurden in Lésung gebracht und erneut der frak 


tionierten Krystallisation unterworfen. Es wurden so aus 3 Fraktionen ‘§ 


hergestellt, von denen eine die folgenden Analysenzahlen ergab: 


5,095 mg Subst.: 8,665 mg CO,, 3,910 mg H,O. — 2,361 mg Subst.: 
0,285 ecm N (26°, 745 mm). 
Fiir C,H,NO, (Mol-Gew. 103) Ber. C 46,60 H8,73 N 18,59 
Gef. ,, 46,40 5, 8,09 5, 13,49. 


[a]2°°= + 7,2°in Wasser, + 13,82° in 20°/,iger Salzsiure. Emil Fischer 
und A. Mouneyrat geben fiir 1(+)-a-Amino-n-buttersiiure [a]?° = + 8,0' 
in Wasser an‘). Die erwiihnte Krystallfraktion wurde nochmals in drei 
solche geteilt. Alle drei ergaben die gleichen Analysenzahlen und an- 


nihernd das gleiche Drehungsvermégen in Wasser und in 20°, iger 


Salzsiure. 
4,675 mg Subst.: 7,990 mg CO,, 3,720 mg H,O. — 3,163 mg Subst.: 
0,372 ecm N (21,5°, 7583 mm). — Gef. 46,61°%/, C, 8.90%, H, 13,50%, N, 


SchlieBlich wurde noch die Benzoylverbindung dargestellt. 


0,4 g Subst. wurden mit etwa 4 Mol Benzoylchlorid und Natronlauge 
gekuppelt. Die Gewinnung der Benzoylverbindung war die_ iibliche. 
Schmelzpunkt des umkrystallisierten Produktes, nach Sintern bei 189°, 
144°, Aus der Mutterlauge der zuerst abgeschiedenen Krystalle wurden 
drei weitere Krystallfraktionen isoliert, die sich in ihrem Schmelzpunkt 
wesentlich unterschieden. Fraktion I (0,1 g) Schmelzp. 142—144°, [o]20° = +1° 
in absolutem Alkohol; Fraktion II (0,1 g) Schmelzp. 1183—114°, [a]? = +/7,6° 
in Alkohol und Fraktion III (0,1 g) Schmelzp. 111—112°, ebenfalls 
[«]2° =+ 7,6° in Alkohol. Es handelte sich somit um zum Teil racemisierte 
Benzoylverbindungen. Analysen: Produkt, das beim Ansiuern der ben- 
zoylierten Lésung neben Benzoesiiure sofort ausgefallen war: 


5,085 mg Subst.: 11,915 mg CO,, 2,81 mg H,O = 638,91°/, C, 6,18°/, H. 
Fraktion II. 5,030 mg Subst: 11,760 mg CO,, 2,80 mg H,O = 63,79°/, ©, 
6,239), H. 

Ber. fiir Benzoylamino-n-buttersiiure [207] 68,77°/, C, 6,33°/, H. 
SchlieBlich haben wir noch die Benzolsulfoverbindung der seinerzeit 


22 ky 





B Nae! 


mit 


_ Frak 


4.60 


t11 
fiir | 


unte! 


' yon 
 betri 


sich 


| form 
| abge 


eingt 
Fral 
Das 

frakt 


und 
Die 
bis § 
eing’ 
wurc 
erha. 


Amit 
sind. 
die , 
hera 
in 2¢ 
ferne 
Tabe 


(er 
veda 








sung § 


Mino. 


at der F 


Isiiure 


schlag F 


‘ionep 


» ver Ef 
siimt- § 
vurde § 
stellt, F 
ly be & 
no-n- F 


frak 


1en | 


1bst.: 


D9 
49. 


cher 
 8,0° 
drei 


| an- 


ger 


‘bst.: 


|, N. 


zeit 





' Nachweis v. 1(+)-a-Amino-n-buttersiure als Baustein v. Eiweibstoffen. 258 


isolierten Aminobuttersiure hergestellt. 0,4 g a-Aminobuttersiiure wurden 


mit 4 Mol Benzolsulfochlorid in bekannter Weise gekuppelt. Das Roh- 
_ produkt wurde aus Alkohol-Ather umkrystallisiert. Auch hier wurden 
_ verschiedene Krystallfraktionen isoliert. Die folgende Ubersicht gibt Ein- 
fF plick in die erhaltenen Ergebnisse. 

eBlich ; 
on Teil F 
d der f 
ierten § 


Fraktion 1. 0,25 g Schmelzp. 142—144° o@ sehr gering 
2. 01 g »  187—139° 
3. 0,1 g ‘ 134—136° [2° = + 4,6° in absol. Alkohol 
(a = + 0,23° in 5°/, iger alkoholi- 
scher Lésung) 
4, O1 ¢ a 134—136° 


? 


Analysenwerte von 1. 
4,511 mg Subst.: 8,190 mg CO,, 2,250 mg H,O, 49,55°/, C, 5,58°/, H. — 
4,600 mg Subst.: 8,400 mg CO,, 2,260 mg H,O, 49,80°/, C, 5,50°/, H. 
Analysenwerte von 38. 
4,759 mg Subst.: 8,650 mg CO,, 2,810 mg H,O, 49,59°/, C, 5,42°/, H. — 
+113 mg Subst.: 7,450 mg CO,, 2,030 mg H,O, 49,42 °/, C, 5,52°/, H. — Ber. 
fiir Benzolsulfoaminobuttersiure (2438,1) 49,37°/, C, 5,39°/, H 


1(+)-Amino-n-buttersaure aus Hefeproteinen*). 25,5 kg frische 
untergiirige Hefe wurden in 35 Liter Wasser suspendiert und nach Zusatz 


: von Toluol und Chloroform im Brutraum aufbewahrt. Nach 13 Tagen 
_ betrug das Verhiltnis Amino-N: Gesamt-N 71:100. Nach 19 Tagen hatte es 


sich nicht mehr geindert. Nach Abtrennung des Toluols und des Chloro- 
forms wurde aufgekocht und filtriert. Es wurden so die Zellriickstiinde 
abgetrennt. Das klare, gelb-gefirbte Filtrat wurde auf dem Wasserbad 
cingeengt, bis sich Krystalle abschieden. Ks handelte sich um reines Tyrosin 
Fraktion A). Eine weitere Krystallisation bestand aus Tyrosin und Leucin. 
Das Filtrat der genannten Abscheidungen wurde in schwefelsaurer Lésung 
fraktioniert mit Phosphorwolframsiure gefiallt. Verbraucht wurden insgesamt 
22 kg Phosphorwolframsiiure. Aus dem nicht fillbaren Teil wurden diese 
und die Schwefelsiiure mit Bariumcarbonat und Bariumhydroxyd entfernt. 
Die entstandenen Niederschlige wurden solange mit Wasser ausgekocht, 
vis sie keine Ninhydrin-Reaktion mehr gaben. Das Filtrat wurde hierauf 
eingeengt und der fraktionierten Krystallisation unterworfen. Insgesamt 
wurde etwa 1 kg mit Phosphorwolframsiure nicht fillbare Aminosiiuren 
erhalten. 

Es werden an dieser Stelle nur diejenigen Befunde mitgeteilt, die zu 
Aminosiuren fiihrten, die bislang in HefeeiweiB nicht festgestellt worden 
sind. Wir griffen unter der groBen Zahl der entstandenen Krystallfraktionen, 
die zum Teil iiber ihre Kupfer- und Zinksalze abgetrennt waren, solche 
heraus, die in wiBriger Lésung eine spezifische Drehung von +5 bis +8° und 
in 20°/, iger Salzsiureliésung eine soleche von +10 bis +20° aufwiesen und 
ferner Stickstoffwerte ergaben, die um 11°/, herum lagen. Die folgende 
Tabelle gibt einen Uberblick iiber die in Frage kommenden Werte. Wir 

*) Bei der Durchfiihrung dieser Versuche wurden wir von Friulein 
Gertrud Dumpert unterstiitzt. Es sei ihr auch an dieser Stelle dafiir 
gedankt. 
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haben diejenigen Derivate, die noch nicht bekannt waren, hergestellt. Ks 
sind dies: Benzoyl-l-valin und Benzoyl1-l-norleucin. 























[a]20° Benzoylsulfo-| [a]? °° Benzoyl: 
0 ps a? > N-Gehalt | verbindung +n abso], | Verbindm 
Wasser | 20°/, HCl Schmelzp. | Alkohol | Schmelg 
0 0 0 0 0 0 
1(+)-Alanin . + 2,7 + 14,8 15,73 130, — 9g 139—14 
Sintern 127 

1(+)-a-Amino- 
buttersiiure . . + 8,05] + 14,1 13,58 136—137 + 4,6 112—113 
1(+)-Valin ... + 6,4 + 28,8 11,96 150—151 + 24 118—11y 
1(+)-Norvalin ."| + 6,7 + 22,5 11,96 144—145 4+- 14 116--11' 
1(—)-Leucin — 10,3 + 15,9 10,69 120 107—1(k 
1(+)-Norleucin | + 5 + 20,5 10,69 113 127—-12 
1(+)-Isoleucin . | + 9,7 + 36,8 10,69 149—150 + 28,6 116—11 


Wir erhielten unter anderem eine Krystallfraktion, die in Wasser 
nach links drehte und nach Stickstoffgehalt und Drehungsvermégen in 
20°/, iger Salzsiiure 1-Leucin darstellte. Aus der Mutterlauge krystallisierte 
eine Verbindung aus, die folgende Werte ergab: 

44,9 mg Subst. verbr. 3,42 cem n/10-H,SO, = 10,67°/, N;__ fiir 
Leucin (131) ber. 10,69°/, N. [a]2°° in Wasser = + 4,5°, in 20°/, iger Salz- 
siiure = + 21°. Ks lag somit 1(+)-Norleucin vor. Wir stellten noch die 
Formylverbindung her. Schmelzp. 125—126°*). Die entsprechende 
Verbindung des durch Synthese gewonnenen 1(+)-Norleucins schmolz bei 
125—127°. Mischschmelzpunkt beider Verbindungen 125—126°. Formy!- 
l-leucin zeigt Schmelzp. 144—146°. 

Unsere Hauptaufmerksamkeit lenkten wir auf jene Aminosiiurefraktionen, 
die aus den durch griindliches Auskochen und Auswaschen des phosphor. 
wolframsauren Bariums und des Bariumsulfates erhaltenen Fliissigkeiten ge- 
wonnen worden waren. Die Menge der in den festen Zustand iiberfiihr- 
baren Produkte betrug 150g. Das Verhiltnis von NH,—N:N betrug 
1:1,2. Es lagen somit in der Hauptsache Aminosiiuren vor. Auch hier wurde 
zunichst der schwer lésliche Anteil durch Einengen abgetrennt. Das Filtrat 
wurde mit Butylalkohol erschépfend ausgezogen (L-Fraktionen). Auch die 
durch Einengen gewonnenen Krystallmassen wurden wieder in Wasser gelést 
und der Extraktion mit Butylalkohol unterworfen (K-Fraktionen). Die 
Extraktionen wurden in der Kilte auf der Schiittelmaschine vorgenommen 
(etwa 500ccm Butylalkohol; 4stiind. Schiitteln). Beim Abdampfen des Buty!- 
alkohols schied sich eine rein weiBe Krystallmasse aus. Nach 12—14maliger 
Wiederholung der Behandlung mit Butylalkohol ging nichts mehr in Lésung. 


Aufarbeitung der K-Fraktionen. 


Es gelang, neben bekannten Aminosiuren Norvalin nachzuweisen. 
Wegleitend war auch in diesem Fall der Stickstoffgehalt und ferner das 


"7 


*) Der in der Arbeit von E. Abderhalden und Heyns, Diese / 
214, 265 (1933) angegebene Schmelzpunkt fiir Formyl-l-norleucin ist zu 
niedrig (114—-116° anstatt 125—126), 
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Drehungsvermoégen in Wasser und in 20°/,iger Salzsiure. Identifiziert wurde 
jie Verbindung als Benzolsulfoverbindung. 


39,2 mg Subst. verbr. 1,45 cem n/10-H,SO, = 5,18°/, N. — 4,62 mg 
Subst.: 8,75 mg CO,, 2,43 mg H,O. 
Fiir C,,H,;0,NS (257,2) Ber. C 51,32 H 5,85 N 5,45 
Gef. ,, 51,65 ,, 5,80 ,, 5,20. 


Benzolsulto-l-(+)-norvalin besitzt einen Schmelzpunkt von 144—145° 
und zeigt [a]?°° = + 14° in absolutem Alkohol. Unser Priiparat schmolz bei 
i43—144°. Der Mischschmelzpunkt mit der entsprechenden Verbindung aus 
Globin zeigte keine Depression. Die Mutterlauge des Benzolsulfonorvalins 
ergab Analysenwerte, die auf Benzolsulfoaminobuttersiiure schlieBen lieBen. 
Das Produkt war in Prismen auskrystallisiert. 


3,963 mg Subst.: 7,180 mg CO,, 1,940 mg H,0. 31,5 mg Subst. 
verbr. 1,25 cem n/10-H,SQ,. 
Fiir Benzolsulfoaminobuttersiiure (243,1) 
Ber. C 49,37 H 5,39 N 5,76 
Gef. ,, 49,40 ,, 5,48  ,, 5,55. 


Kine 5°/,ige alkoholische Lésung zeigte ao = + 0,30°, [a]2?°°=+ 6°. 


Die Aminobuttersiiure lieB sich aus der K-Fraktion trotz aller Be- 
miihungen nicht in véllig reinem Zustand abtrennen. Es gliickte nur, die 
Benzolsulfoverbindung rein zu gewinnen. Aus dieser konnte die Aminobutter- 
siure durch Abspaltung der Benzolsulfogruppe in reinem Zustand gewonnen 
werden. Aus dem Aminosiiuregemisch der K-Fraktionen erhielten wir Kry- 
stallabscheidungen, deren Analysenzahlen auf ein Gemisch von Amino- 
buttersiiure und einer Aminosiiure der C,- oder C,-Reihe hinwies. Eine rest- 
lose Trennung gelang erst tiber die Benzolsulfoverbindung. Schmelzpunkt 
der Benzolsulfo-l(+)-c-Amino-buttersiiure 136—137°. 


4,731 mg Subst.: 8,520 mg CO,, 2,18 mg H,O. 
Fiir Benzolsulfoaminobuttersiiure Ber. C 49,37 H 5,39 
Gef. ,, 49,12 5,05. 
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0,3 g des Benzolsultoderivates wurden mit 35°/,iger Schwefelsiiure 
i4 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht. Es wurden 0,1 ¢ einer sii8 
schmeckenden Aminosiiure erhalten. 


4,778 mg Subst.: 8,105 mg CO,, 3,690 mg H,O. — 21,7 mg Subst. verbr. 
2,05 eem n/10-H,SO,. 
Fiir Aminobuttersiiure Ber. C 46,60 H 8,73 N 13,58 
Gef. ,, 46,27 »» 8,64 » 18,23. 


Eine weitere Fraktion der Benzolsulfoverbindung schmolz bei 134—135°. 
Sie zeigte jedoch mit der Benzolsulfo-1-c-aminobuttersiiure eine Depression 
128—133°). [a]%°° = + 10° in absolutem Alkohol. 


4,170 mg Subst.: 8,160 mg CO,, 2,355 mg H,O. — 36,1 mg Subst. verbr. 
1.27 eem n/10-H.SQ,. 
Fiir Benzolsulfoisoleucin (271,2) Ber. C 53,12 H 6.32 N 5,17 
Get. 53,37 6,32 5, 4,94. 





9? 
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23,7 mg Subst. verbr. 0,90 ccm n/10-alkohol. NaOH, berechnet fii; 
Benzolsulfoisoleucin 0,88 cem. Neben der Benzolsulfoverbindung des [s0. 
leucins, das offenbar z. T. racemisiert war, vermochten wir aus Krystal. 
fraktionen der K-Fraktionen durch Auskochen mit Methanol die freie 
Aminosiiure unmittelbar zu isolieren. [«]2°°in 20°/,iger Salzsiiure = + 31,6' 
(« einer 5°/,igen Lésung = + 1,58°). 

32,0 mg Subst. verbr. 2,43 cem n/10-H,SO,. — 4,789 mg Subst.: 9,525 mg 
CO,, 4,160 mg H,0. 

Fiir Isoleucin (131,1) Ber. © 54,97 H 9,99 N 10,69 
Gef. ,, 54,84 ,, 9,74 ,, 10,60. 


Auch von dieser Verbindung stellten wir das Benzolsulfoderivat dar. 
Schmelzp. 144—145° (Sintern bei 143°). Ferner gewannen wir die Benzoy|- 
verbindung. Sie wurde aus Toluol umkrystallisiert. Schmelzp. 115—117', 


30,8 mg Subst. verbr. 1,30 cem n/10-H,SO,. — 3,840 mg Subst.: 9,300 mg 
CO,, 2,391 mg H,0. 
Fiir Benzoylisoleucin (235,1) Ber. C 66,34 H 7,29 N 5,96 
Gef. ,, 66,05 5, 6,96 » 581. 


Erwihnt sei noch, daB beim Trocknen und Erhitzen von Aminosiiure- 
fraktionen der K-Fraktionen auf iiber 150° das Entweichen von Wasser, 
Kohlensiiure und einer Base beobachtet wurde, und zwar in weit gréBerem 
Ausmabe als bei Kontrollversuchen mit Glykokoll, Alanin, Valin, Norvalin 
gefunden wurde. Bei lingerem Erhitzen auf 160—180° bildeten sich Pro- 
dukte, die in Wasser unldéslich waren. Nach den Beobachtungen von 
F. Ehrlich [Chem. Ber. 40, 2541 (1907)] zeigt Isoleucin ein dihnliches Ver- 
halten. 

Bei der Aufarbeitung der L-Fraktionen (vgl. 8. 254) erhielten wir 
Krystallfraktionen, deren Analysenzahlen auf das Vorhandensein von Oxy. 
aminosiuren, hinwiesen und zwar kamen Oxyaminobuttersiure, Oxyamino- 
valeriansiiure und Oxyaminocapronsiiure in Betracht. Wesentlich ist die 
Beobachtung, dab von derartigen Krystallfraktionen fiir die benzoylierten 
Produkte Analysenwerte erhalten wurden, die fiir das Vorliegen von Di- 
benzoylverbindungen sprechen. Auffallend war der Befund der auberordent- 
lich leichten Abspaltbarkeit der einen Benzoylgruppe. Es erinnert dies an 
das Verhalten von Dibenzoylserin*). Die Ausbeute an diesen Verbindungen 
war gering. Eine eindeutige Feststellung der Anwesenheit von Oxyamino- 
siuren méchten wir aus den bis jetzt vorliegenden Befunden nicht folgern. 
Es ist vorliufig nur ein Wabhrscheinlichkeitsbeweis gefiihrt. Die Unter- 
cuchungen werden nach dieser Richtung fortgesetzt. 


Literatur. 


1. Diese Z. 104, 229 (1919). 

2. J. of Biol. Chem. 6, 391 (1909). 

. E. Abderhalden u. A. Bahn, Chem. Ber. 63, 914 (1930). 
. Chem. Ber. 33, 2391 (1900). 

5. E. Abderhalden u. A. Bahn, Diese Z. 219, 75 (1933). 
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Synthese des Mesobilirubins (= Mesobilirubin-IX, «). 
Von 
Walter Siedel. 


Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1936.) 


Im Verlauf der Konstitutionsaufklirung der Gallenfarbstoffe 


‘war neben dem Bilirubin das Mesobilirubin das wichtigste 
'Ausgangsprodukt. Es zeichnet sich dem Bilirubin gegeniiber 
‘yor allem durch eine gute Krystallisationsfihigkeit und durch 
| bessere Lislichkeitsverhiltnisse aus. Es ist zum ersten Male von 
1H. Fischer im Jahre 1914 dargestellt!) worden, und zwar durch 
_katalytische Reduktion von Bilirubin in alkalischer Lésung mit 
‘kolloidalem Palladium. In der Folgezeit ist das Mesobilirubin 


weiter erhalten worden aus Mesobilirubinogen durch Oxydation 


‘mit Kaliummethylat unter Druck?) sowie durch Reduktion von 
| Bilirubin nach Wolff-Kishner bei 180°%). Da das Mesobilirubin 
‘durch Aufnahme von 4 Wasserstoffatomen aus dem Bilirubin ent- 
‘steht, steht es zu diesem in dem gleichen Verhiltnis wie Meso- 
'hamin zu Haimin. 


Durch die Analyse des Mesobilirubins wurde zum ersten Male 


die Anzahl von 33 Kohlenstoffatomen fiir das Gallenfarbstoffgeriist 
'sichergestellt und aus seinem Hster*) die Existenz zweier Carbon- 
siuregruppen bewiesen. Nachdem von H. Fischer und R. Hess‘) 
durch Resorcinschmelze eine Aufspaltung des Mesobilirubins in 


Dipyrrylmethene (,,Neoxantho-bilirubinsiiure“) und deren Wieder- 


'vereinigung mit Formaldehyd zu einem dem natiirlichen Meso- 
bilirubin sehr Sbnlichen ,,K-Mesobilirubin“ erreicht war, konnte 


kein Zweifel mehr bestehen, daB im Gallenfarbstofiskelett eine 


lineare Verkettung von vier Pyrrol- bzw. Pyrroleninringen vorliegt. 
| Nachdem weiter durch die Oxydation des Mesobilirubins zum 


1) Ber. chem. Ges. 47, 2330 (1914). 
2) Z. Biol. 65 (neue Folge 47), 163 (1915). 


8) Diese Z. 137, 291 (1924). 4) Diese Z. 194, 193 (19381). 
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Glaukobilin mittels FeCl,+) die Verkniipfung der beiden Pyrro.f 
methene durch eine —CH,-Gruppe sehr wahrscheinlich gemacht} 
worden war, wurde durch die T'rennung der analytischen ,,Neo. — 


xantho-bilirubinsiure“ in die beiden Isomeren Neoxantho-bilirubin- 
siure (VI) und Iso-neoxantho-bilirubinsaéure (IV) von W. Siede!| 
und H. Fischer der endgiiltige Beweis”) fiir die unsymmetrische 


Struktur des Mesobilirubins entsprechend der Formel II erbracht ff 


und damit der Nachweis der direkten Abstammung der Gallen. 
farbstoffe vom roten Blutfarbstoff. 

Da sich das analytische Mesobilirubin vom Mesohimin-IX ([ 
durch Aufspaltung an der e«-Methinbriicke ableitet, wurde es zur 
Unterscheidung von den insgesamt moéglichen 52 Isomeren Meso- 
bilirubin-IX,q@?) (II) genannt. Die Vollendung des Konstitutions- 
beweises durch die Synthese stand noch aus. 


Nachdem es nun im Verlauf der synthetischen Arbeiten iiber 


Gallenfarbstoffe gelungen ist, in die Neoxantho-bilirubinsiure (V1 § 


die Formylgruppe einzufiihren und die so erhaltene Formyl-neo- 
xantho-bilirubinsiure (V) mit Iso-neoxantho-bilirubinsiure (IV) zum 
Glaukobilin [= Glaukobilin-[X,«*)|, dem ersten synthetischen Bili- 
rubinoid der natiirlichen Reihe zu kondensieren, und nachdem 
weiter die Hydrierung der Formyl-neoxantho-bilirubinsiure zur 
Formyl-neobilirubinsiure (VII) durchgefiihrt werden konnte, die 
mit Iso-neobilirubinsiure (VIII) kondensiert, das Urobilin [ = Uro- 
bilin-[X,@*)] (1X) ergab, konnte die direkte Synthese des Meso- 
bilirubins in Angriff genommen werden. Vorbedingung zur Synthese 
war die Darstellung der Oxymethyl-neoxantho-bilirubinsaure (II). 
Sie muBte mit Iso-neoxantho-bilirubinsiure ([V) kondensiert, unter 
Wasserabspaltung das Mesobilirubin-I[X,@ der Formel II liefern. 
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“Mesohiimin-IX. Prs = —CH,CH,COOH. 


1) H. Fischer, H. Baumgartner u. R. Hess, Diese Z. 206, 201 (1932) 
*) Diese Z. 214, 145 (1983). 5) W. Siedel, Diese Z. 237, 9 (1935) 
4) W. Siedel u. E. Meier, Diese Z. 242, 101 (1936). ' 
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rn. IX  Urobilin-IX, «. 


Zur Synthese der Oxymethyl-neoxantho-bilirubinsiure wurde 
'zuerst die Umsetzung von Neoxantho-bilirubinsiiure mit Chlor- 
_ methylather und SnCl, als Kondensationsmittel versucht. Sie fiihrte 
_aber infolge der groBen Reaktionsfihigkeit der freien «-Methin- 
_gruppe der Neoxantho-bilirubinsiure sofort zu symmetrischem 
| Mesobilirubin-XIII,«¢, auch ohne Verwendung von SnCl,! Das 
| gleiche Ergebnis hatten auch Versuche mit Methoxy-methylacetat 
und Chlorwasserstoffsiure als Kondensationsmittel. 
: Deshalb wurde nunmehr die Hydrierung der Aldehydgruppe 
9) | der Formyl-neoxantho-bilirubinsiure (V) zur Oxymethylgruppe an- 
5: E gestrebt. Wiihrend es bei der Synthese des Urobilins gerade 
‘— gelungen war, die Briickendoppelbindung der Formyl-neoxantho- 
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bilirubinséure unter Erhaltung der Aldehydgruppe zu hydriere 
(vgl. S. 258 und 259), und zwar durch katalytische Reduktion mj 


kolloidalem Palladium in alkalischer Lésung, muBte diesmal un 


gekehrt bei der Reduktion der Formylgruppe zum Alkohol di 
Doppelbindung an der Methinbriicke des Pyrromethens erhalte 
bleiben. — Eine Hydrierung mit Natriumamalgam fiihrte, wie 1 
erwarten war, zu einem sehr unbestiindigen Produkt vom Charakte 


eines Dipyrrylmethans. Reduktionsversuche mit Aluminiumamalgany 
blieben iiberhaupt ergebnislos. Versuche einer Hydrierung ited: 


Zinkstaub und Eisessig fiihrten in direkter Reaktion zum syu. 
metrischen Mesobilirubin-XIII,« (XI). Da auch bei Verwendung 
weiterer ihnlicher Methoden kein Erfolg zu erwarten war, mubit 
eine varilerte katalytische Reduktion versucht werden. Sie gelang 
auch tatsichlich, und zwar diesmal bei Verwendung von Formy\. 
neoxantho-bilirubinsiiure-methylester in methylalkoholischer Lésun; 
mit Platinoxyd (nach Adams) als Katalysator. Der so in einer 
Ausbeute von 30°/, erhaltene Oxymethyl-neoxantho-bilirubinsaure. 
methylester (IJ) von der Zusammensetzung C,,H,,O,N, krystalli- 


siert in gelben Nidelchen mit dem Schmelzp. 192° (korr.). Eine 
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Verseifung des Esters zur freien Saiure konnte mit methylalko-®% 
holischem Kali und nachfolgender Fiallung mit Essigsiure durch-& 


gefiihrt werden. Die so erhaltene Oxymethyl-neoxantho-bilirubin-& 
siure U,,H,,0,N, war jedoch in den meisten organischen Lésungs- 
mitteln unléslich und spaltete auBerdem leicht die Oxymethylgruppe ft 





ab. Bei dem Versuch einer Umkrystallisation aus EKisessig ging 
sie z. B. quantitativ in Mesobilirubin-XIIIa@, tiber. Aus diesen 


Griinden mufte die freie Saéure aus den synthetischen Versuchey 


ausscheiden. Somit kam als Ausgangsmaterial zur Kondensation 
nur der Ester in Betracht. 

Da sich nun bei der Synthese des Glaukobilins gezeigt hai 
[S. 258%)], daB die Reaktionsfahigkeit der freien q@-Stellung im 


Neoxantho-bilirubinsiure-methylester vermindert ist gegeniibery 


derjenigen der freien Stiure, wurde als zweiter Partner der 
Kondensation die Iso-neoxantho-bilirubinsiure (IV) gewahlt. Da 
andererseits die Oxymethylgruppe in der Oxymethyl-neoxantho- 
bilirubinsiure und ihrem Ester sehr empfindlich ist, muBte eine 
iuBerst schonende Kondensationsmethode gewahlt werden. Essig: 


siureanhydrid oder 48°/,ige Bromwasserstoffsiure, die bei der 


Glaukobilinsynthese verwendet worden sind, ebenso SnCl, oder 


AlCl, hiitten zu einem Gemisch von isomeren Mesobilirubinen§ 
gefiihrt. Allein die kurze Umsetzung der beiden Pyrromethene & 
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Tt und IV) mit Chlorwasserstoffsiure in Chloroformlésung unter 
Kiblung erwies sich als brauchbar. Es entstanden zwar auch 
upfebei dieser Reaktion noch Mesobilirubin-[11,«¢ und Mesobilirubin- 
| die \III,@-dimethylester, aber in ganz untergeordneter Menge. Als 
alten. auptprodukt konnte in einer Ausbeute von 25°/, das Mesobili- 
e 7 pprubin-LX,a-dimethylester-hydrochlorid aus dem als Zwischenprodukt 
aktefe vorliegenden Halbester des Mesobilirubins-[X,q@ isoliert werden. 
lean ' Im Hinblick auf die biologische und klinische Bedeutung, die 
mifeedas Problem des Blutfarbstoffabbaues besitzt, wurde die Frage, 
sy.@0) in dem synthetischen Produkt auch tatsiichlich das Mesobili- 
dung rubin-[X,@ vorliegt, eingehend gepriift. Zu diesem Zweck wurde 
uBte hnabhiingig von der Synthese die Vergleichung dreier Mesobili- 
Jangerubin-Isomerer, der beiden synthetischen Mesobilirubine-[II,¢ und 
myi{e-XIII,@ (Formeln X und XI) und des analytischen -[X,« vor- 
suneggegenommen. Diese Isomeren unterscheiden sich, wie die Formeln 
rine—zeigen, nur geringfiigig, und zwar nur durch den Platzwechsel der 
ure-@Methyl- und Athylgruppen der beiden fiuBeren Ringe. 
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| Abnliche Vergleiche sind auch bei den Synthesen des Glauko- 
Dilins und des Urobilins vorgenommen worden; denn schon dort 
that es sich gezeigt, daB gerade das wichtige Kriterium der 
hat f#Schmelz- und Mischschmelzpunkte bei den Bilirubinoiden manch- 
in mal versagt. 

iber® §=§©Tatsiichlich zeigen auch die drei Mesobilirubine in Mischung 
der B nur geringfiigige Schmelzpunktsdepressionen. Ubereinstimmend mit 
Daf den beim Glaukobilin-dimethylester gemachten Feststellungen geben 
tho- nur die Isomeren -III,« und -XIIl,e eine gréBere Depression von 
ine Metwa 14—18° Wohl aber unterscheiden sich die Isomeren im 
sig- B Krystallhabitus [Fig. 1, 7 sowie S. 267, 268, 270, 272°)}. 

der  Mehrgestaltiger jedoch werden die Unterscheidungsméglich- 


derBkeiten bei den Estern der Isomeren und den Ester-dihydro- 
net j/-——_—_—— 


ene 1) Vgl. auch H. Fischer u. F. Reindel, Diese Z. 127, 299 (1923). 
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chloriden!), Deshalb wurde auf die Feststellung ihrer Eigen. 
schaften, besonders auf die krystallographischen und die krystall. 
optischen der gréBte Wert gelegt. So wurden von den dre 
Isomeren mittels Methanol—HCl die Dimethylester-dihydrochlori¢ 
hergestellt. AuBer durch die Schmelzpunkte (-III, @ : 232°. 
-[X,@:197°; -XIJII,@:238,5° korr.) unterscheiden sie sich scho 
deutlich durch die verschiedene Haftfestigkeit der beiden an de, 
tertiiren N-Atomen angelagerten HCl-Molekiile. Diese ist an 
geringsten bei dem Isomeren -III,@ und am gréBten bei -XII1,¢, 
Ks ist bemerkenswert, da also durch die Nachbarstellung de 


isomeren KHster-dihydrochloride liegen die Schmelzpunkte meis 


die Ester-dihydrochloride besonders beim Umkrystallisieren mi 


chlorid-XI,@ eine Sonderstellung ein, da es leicht in Form 
6seitiger Blattchen oder Rhomben anfallt, die eine charakte. 
ristische Alterungserscheinung zeigen (Fig.3 und 4). Das Isomer 


-IlI,a@ gibt ebenfalls noch iihnliche Blattchen, das Isomere -XIII,« : Bilira 


konnte nicht in dieser Form krystallisiert erhalten werden. 





» Prism 
) Dihyc 
F Baser 
> unge! 
 freier 
; der B 
P stall 
; Bei ¢ 
schiec 
4 Die 
Athylgruppe zur Oxygruppe im Pyrroleninring die Basizitiit deff 
tertiiiren N-Atome geschwiicht wird. — Bei Mischungen def 


‘ 
reine 


] 


| ae | ; dihyd 

zwischen denen des einheitlichen Materials. GréBere Unterschied ¢.hm 

treten jedoch, in den Krystallformen und der Schiefe ihrer Au ocab 
Derg 


sie a ae wes a ae | ; _ 
léschungen auf (Fig. 2, 3, 4, 5, 6, 8). Verschieden verhalten sic} F schme 
© synth 


Kisessig—Methanol + HCl. Dabei nimmt das Ester-dihydro-f% jen 


beim | 
» bilirul 


Weitere Vergleichsméglichkeiten wurden nun bei den freiafy 


Estern gesucht, die damit simtlich erstmals dargestellt wordaly 
’ +4 f . ; . | darges 
sind. Sie wurden gewonnen aus den Dihydrochloriden dure 1 

' Das « 
Mesobilirubine mit Diazomethan und beim Mesobilirubin-XULe® dem 
| wonne 


bilirubinsiure-dimethylester mit Formaldehyd nach der Methode fee 
von H. Fischer und R. Hess [S. 2574)]. Am einfachsten konnten : yin 
orm 


Methanol oder Eisessig dargestellt werden. Auffallig bei de Krysti 


freien Estern war nun die schwache Neigung zur Krystallisatio— 1 
Sie ist noch am besten bei dem Isomeren -III,e und wird ge ——t 
einer 


beruhe 


Behandlung mit Alkali oder mit Pyridin, durch Veresterung der 


durch direkte Vereinigung von zwei Molekiilen Neoxantho- 


die freien Ester aus den Dihydrochloriden durch Erhitzen mit 


ringer iiber -[X,¢@ nach -XIIJ,e. Dieser letztere Mesobilirubix- 


XIII,@-dimethylester wird fast nur amorph oder mikrokrystallix® lichen, 
| die vii 
' zu bec 
| getrete 
fiir die 
F der 6 


erhalten, lediglich aus Eisessig und Dioxan krystallisierte er in 


') H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 127, 323 (1923); H. Fischer 
u. E. Adler, Diese Z. 200, 209 (1931) sowie S. 258°). 
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chor 
den 


els dihydrochlorids (Schmelzp. 199° korr.) und des freien Esters 


ede ' (Schmelzp. 240°) mit den entsprechenden analytischen Derivaten 
USE ergab nun in allen Kigenschaften véllige Identitaét. Im Misch- 
Sick schmelzpunkt trat keine Depression ein. Ebenso erwies sich das 
'synthetische Mesobilirubin als véllig identisch mit dem analyti- 
'schen. Die Resorcinschmelze als letztes Kriterium, lieferte wie 
_ beim analytischen Produkt das Gemisch von Neo- und Isoneoxantho- 


‘ bilirubinsiure mit dem Schmelzp. 228° (unkorr.). 
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: Prismen. — Es ist interessant, daB also die Isomeren, die als 
| Dihydrochloride HCl am festesten gebunden enthalten, als freie 


tasen die geringste Neigung zur Krystallisation zeigen, und da 
umgekehrt das Isomere, welches HCl am leichtesten abspaltet, als 
freier Ester am besten krystallisiert, daB also die Schwichung 


der Basizitat des Bilirubinoids vom Meso-Typ —s Kry- 
-stallisationsfihigkeit begiinstigt (vgl. S. 269, 272, 273). 

: Bei den Schmelzpunkten der freien Ester treten groBere iain 
am schiede auf (-IIT,a@: 255°; -[X,@:239—240°; -XII],a@: 278° korr,). 
| Die Schmelzpunkte von Mischungen liegen zwischen denen der 
-reinen Produkte. 


Der Vergleich des synthetischen Mesobilirubin-dimethylester- 


Damit ist die Synthese des Mesobilirubins, des im Typ dem 


| Bilirubin am ndchsten stehenden Gallenfarbstoffs, durchgefiihrt. 


AnschlieBend an die direkte Synthese wurde das Mesobili- 


/rubin auch durch Reduktion des synthetischen Glaukobilins-IX, « 
' dargestellt, und zwar durch Behandlung mit Zinkstaub—Kisessig. 
'Das erhaltene Mesobilirubin glich in allen Eigenschaften sowohl 
| dem analytischen Produkt wie dem auf dem direkten Wege ge- 
'wonnenen Bilirubinoid. — Durch entsprechende Reduktion des 
| synthetischen Glaukobilin-dimethylesters wurde sofort der Meso- 
' bilirubin-dimethylester erhalten. Er ist wie der analytische in 
| Form seines Hydrochlorids durch die in Fig. 2 wiedergegebene 
_ Krystallform charakterisiert. 


Diese Krystalle eignen sich gut zur Identifizierung, da sie durch eine 


.— «uffillige Alterungserscheinung ausgezeichnet sind (Fig. 4). Zweifellos auf 
— ¢iner Abwanderung von Salzsiiure aus dem Molekiilgitter des Dihydrochlorids 

_ beruhend, tritt eine Dunkelfiirbung des Krystalls auf, und zwar in den seit- 
lichen, durch die schriigen Diagonalen begrenzten Sektoren. Wenn durch 
| die Villige Ausbildung des Krystalls die Liingskanten verschwinden, so ist 
P zu beobachten, daB nur die Krystallspitzen, “die an die Stelle der Kanten 
__ & getreten sind, Ausgangspunkte der Verinderung sind. — Aufer einem Beispiel 
ler fiir die Isomorphie liegt damit vielleicht auch ein Beitrag fiir die Betrachtung 
der ,,Grenzfliiche“ in der Katalyse vor. 
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Mit diesen Synthesen ist bewiesen, daB entsprechend de : 


Formel II die beiden mittleren Fiinfringe des Mesobilirubins dure 
eine Methylenbriicke verbunden sind und daB die Verkniipfun 
mit den auBeren Ringen durch zwei Methingruppen hergestell 
wird. Schon in einer friiheren Arbeit ist betont worden [S. 2584) 


Charakter der Gallenfarbstoffe sind. Wenn man bedenkt, daB die 
zum Mesobilirubin isomeren Farbstoffe, das kiirzlich durch Synthese 
gewonnene Mesobiliviolin [8.258 *)} und das Mesobilirhodin [8.258 4) 
(Formeln vgl. S. 266), in den Kigenschaften sowohl untereinander 
wie von Mesobilirubin stark abweichen, ist eine exakte nomen. 
klaturmiBige Unterscheidung als notwendig zu erachten. 


Wie schon eingangs betont, wurde die Ableitung der Bilirubinoide von 
den Meso- oder Protoporphyrinen bzw. -hiiminen durch die rémische Be 


kenntlich gemacht [S. 2587%)]. In bezug auf die Substituenten ist diese Nomen. 
klatur von H. Fischer und H. W. Haberland!) erweitert worden, inden 
fiir die @-Stellungen der Fiinfringe wie bei den Porphyrinen die Ziffern 1—8 
fiir die a-Stellungen 1’—8’ und fiir die Briickenglieder «,8 (= ms), 7 ein 
gefiihrt worden sind. AuBerdem wurde das dem Mesobilirubinogen zugrunde. 
liegende Geriist ,,Bilan‘“ oder ,,Bilinogen‘‘, dasjenige des Glaukobilins 
» Bilin“ genannt. 

Da sich bei der Ortsangabe der Doppelbindungen immer noch Schwierig: 
keiten ergaben, wird nunmebr zur klaren Unterscheidung und Vereinfachung 
der Nomenklatur vorgeschlagen, unter Beibehaltung des Ausdrucks ,,Bilan' 


drei Methylenbriicken) die Anzahl und Lage der Doppelbindungen wie iiblic! 
mit -en, -dien und -trien zu bezeichnen unter Voranstellung der Silben ,,-bili-' 
als Kennzeichen des Gallenfarbstoffs. 

Damit ergibt sich fiir Mesobilirubin die ees Fae I’,8’-Di- 
ory-1,3,6,7-tetramethyl - 2,8-diithyl-bili-dien- (2 «,7’ vy) -4,6-di- 
propionsdure, 

fiirGlaukobilin (=Glaukobilin-LX,«): 1',8'-Dioxry-1,3,6, 7-tetre- 
methyl-2,8-drdthyl-bili-trien-(2'a.£ms- bzw. 5'ms, 7’) -4,5-di- 
propionsdure, 

fiir Urobilin (= Urobilin-IX,a): 1',8-Diozry-1,3,6,7-tetre- 
methyl-2,8-didathyl-bili-en-(4 ms- bzw. 5’ms " 4,5- dinepionsleive. 
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Wie die synthetischen Arbeiten ergeben haben, wird deg 


Charakter des Gallenfarbstotfes véllig von dem Bau seines Briicken-& 


geriistes bestimmt. Da nunmehr die Synthesen der Haupttyper 
der Gallenfarbstoffe vorliegen, kann erstmals eine einfache und 


1) Diese Z. 282, 240 (1935). 
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def ibersichtliche Einteilung und Zuordnung der Bilirubinoide vor- ! 
urche genommen werden. In Formelschema XII ist diese Hinteilung 
fung—e aufgezeigt. Sie fiihrte zwangsliufig zu einer Gruppierung der 
tell Ie ‘Bilirubinoide in vier Hydrierungsstufen: A mit voll hydriertem 
8k ‘Skelett, B mit einer, C mit zwei und D mit drei Doppelbindungen 
nune im Briickenskelett. 
den : Damit sind fast simtliche bekannten Gallenfarbstoffe struktur- 
3 die mibig festgelegt und Variationen kénnen nur in den /-Sub- 
hese stituenten gegeben sein (Athyl- oder Vinylgruppen!) oder in einer 
583) weiteren Oxydation iiber das Glaukobilin hinaus, bzw. in dem 
ndee Auftreten teilweise hydrierter Pyrrolringe, wie sie im Stercobilin 
nen. angenommen!) werden miissen. 

; Die scheinbare Vielfalt der Gallenfarbstoffe ist also, wie das 
— Schema XI zeigt, auf verhiiltnismaBig einfachen Baupritizipion 
» Be P begriindet. 


t 


de Bemerkung. Was die Ausfiihrungen von R. Lemberg [Biochemice. 
a | J. 30, 1169 (1936)] betrifft, so erachte ich eine weitere Diskussion fiir un- 
a ‘frachtbar und daher fiir unnétig. Diese Ablehnung ergibt sich zwangsliufig 
Maus der Diskussionsmethode des Herrn Lemberg, die zum grofen Teil 
“ll darin besteht, anderen Autoren Behauptungen zu unterstellen, welche nie 
7 rerhoben worden sind. Ich méchte dies nur an zwei Beispielen darlegen: 
= 1. R. Lemberg wendet sich zum Beispiel gegen einen Ersatz seines 
es } Ausdruckes ,Mesobilierythrin’ durch ,,Mesobilirhodin“. ‘Tatsiichlich habe 
hun ie ‘ich niemals auch nur angedeutet, den Namen Mesobilierythrin durch -rhodin 
‘Jane ersetzen zu wollen’). Mesobilirhodin hat entsprechend seiner Synthese in 
unde 2:8-Stellung Athylgruppen. Ob Mesobilierythrin in diesen Stellungen Athyl- 


lich F oder Vinyl- gruppen besitzt, ist noch ungeklirt. Folglich kann ich den 
-Ausdruck Mesobilierythrin keinesfalls fiir das ‘thyl-substituierte Produkt 
_verwenden! 
— 2. Der erstaunliche Versuch R. Lembergs, den von H. Fischer und 
~Di-® seiner Schule eingefiihrten Namen ,,Glaukobilin“ zu verdriingen, ist schon 
- (i: friiher®) besprochen worden. — Auf derselben Linie liegt nun der Anspruch 
_Lembergs, den von H. Fischer und G. Niemann 1924 fiir das FeCl,- 
'Oxydationsprodukt von Mesobilirubinogen eingefiihrten Namen _, Mesobili- 
violin“ fiir ein Oxydationsprodukt des Mesobilirubins zu verwenden. Ich 
-habe durch Synthese nachgewiesen, daB ,,Mesobiliviolin‘ ein Gemisch von 
' Mesobiliviolin und Mesobilirhodin?) ist, die beide Isomere des Mesobilirubins 
tra: sind. Wenn Lemberg das Mesobiliviolin als ein Oxydationsprodukt des 
Mesobilirubins betrachtet, so unterliegt er einer Tiiuschung. Hier entscheiden 
‘d ‘eben Tatsachen und nicht Wiinsche! 
| Mit der Feststellung, da8 ich mich nur auf experimentell elegte Tat- 
<el'® sachen stiitze und eine stindige Neuaufstellung von Formeln nur auf Grund 
pele theoretischer Erwiigungen ablehne, schlieBe ich meinerseits die Diskussion. 


) F. Fischer u. H. Halbach, Diese Z. 258, 59 (1936). 
*) W. Siedel, Diese Z. 237, 21 (1935). 7 Diese Z ,. 237, 18 (1935). 
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Schema XII. 
Bilane: 
T 1 p 7 l > i Mesobilirubinogen - 
| | | ' | Urobilinogen, 
wie Si CH,— oe CH,—\_/0H [Stercobilinogen | 
Bili-ene 
| | | | | | | [  Dihydromesobili 
| > | rubin 3) 
HOW -/—CH—*_/— CH,—\_/— CH — OH ' 
N NH NH NH 


| IL qo | a im Urobilin 
H¢ | Jeon J —_CH L_ CH, A OH (Stercobilin] 





© 
NH NH N NH 
Bili-diene: 
| , qT] | Mesobiliviolin = 
| | a | | | Kopromesobiliviolin F 
HON -~ CHA. 7 Oh CH,—\ (0 (Mesobilicyanin ?) 
N NH N N 
ml I | r 7 J Mesobilirhodin 
. , Mesobilierythrin? 
Hol }cu,—4\ _—cH—\_)'—CH\_ 70H | y 
NH NH N N 
| [ * [ i" i J Bilirubin = 
a “4 loa , Hiamatoidin 
HOW /—CH-A_/— CHi-A_/—CH-\ OH Mesobilirubin 
N NH NH N 
Bili-triene: 
7 I T 7 : "I J Glaukobilin, 
- Biliverdin = 
HOW /=CH—\_—-CH\_g CH\_g OH Uteroverdin 
N NH N N (Oocyan ?) 
Versuche. 


Oxymethyl-neoxantho-bilirubinsaure-methylester =5-Oxy-3',4-di. 
methy] -3-athyl-5’-oxymethy] - pyrromethen-4’- propionsaure - methyl f 


ester (III). 150 mg Formyl-neoxantho-bilirubinsdure-methylester werden inf 


50—60 cem Methanol heiB gelést, schnell abgekiihlt und, noch bevor Kry- 
stallisation einsetzt, in einer 100 cem-Schiittelente nach Zugabe von 20 mg 
PtO,-Katalysator (nach Adams) der Hydrierung unterworfen. Nach Aut: 
nahme von 1 Mol H, (= etwa 11,8 cem), die durchschnittlich in 40 Minuten 
beendet ist, wird vom Katalysator abfiltriert und die Lésung unter Uber 


1!) H. Fischer u. H. Baumgartner, Diese Z. 216, 200 (1933). 
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Auf & wachsenen Nadeln, die einen ebenen Kantenwinkel von etwa 92—93° 


_besitzen. Meist sind die Nadeln jedoch undeutlich abgeschnitten. Die 
Ebene der vélligen Ausléschung im polarisierten Licht ist zur groBen Achse 
'der Prismen um etwa 2° geneigt. Dichroismus ist nicht zu beobachten. 
| Schmelzp. 310° (unkorr.) = 320° (korr.). 
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jeiten eines trockenen 40° warmen Luftstromes zur Trockene eingedampft. 


Der Trockenriickstand wird in etwa 3—4 ccm Methanol aufgenommen, die 
Lésung von eventuell entstandenem Mesobilirubin-II],«-dimethylester (in 
Methanol schwer loéslich) abgenutscht und erneut im Luftstrom eingeengt, 
‘und zwar auf etwa 1,5 ccm. Unter Kiihlung beginnt beim Reiben 
‘die Krystallisation des Oxymethyl-neoxantho- bilirubinsiure -methylesters. 
| Abgenutscht und aus Methano) umkrystallisiert: gelbe, kleine, teils ge- 
rade, teils schief abgeschnittene prismatische Nidelchen mit dem Schmelz- 
-punkt 187° (unkorr.) = 192° (korr.). Sinterung bei 180°. Ausbeute: 
} 40—50 mg = 30°, d. Th. Mit Ehrlichs Reagens in Alkohol tritt keine 
 Umsetzung ein, beim Erwirmen nur Gelbfirbung. (Der Formyl-neoxantho- 


bilirubinsiiure-methylester gibt dagegen beim Erwiirmen mit Ehrlichs 


' Reagens Griinfiirbung, scheinbar unter teilweiser Abspaltung der Formy]- 
_gruppe). Der Ester ist leicht léslich in Chloroform, Alkoholen, Aceton, 


weniger léslich in Benzol und sehr schwer ldslich in Ather, Petrolither 


und Tetrachlorkohlenstoff. 


4,116, 4,309 mg Subst. (aus Methanol umkrystallisiert bei 30° i. V. 
getr.): 9,860, 10,265 mg CO,, 2,580, 2,600 mg H,O. — 3,473 mg Subst.: 


0,270 cem N (19°, 704 mm). 


C,.H,,0,N, (332,2) Ber. C 65,02 H 7,28 N 8,43 
Gef. ,, 65,33, 64,97 ,, 7,01, 6,75 ,, 8,42. 


Wihrend Formy]-neoxantho-bilirubinsiure-methylester, mit Neobili- 


 rubinsiure in Alkohol gelést, bei Zusatz einiger Tropfen 2n-Salzsiure schon 
-in der Kilte sofort Mesobiliviolin bildet, tritt bei Oxymethy]-neoxantho- 
_ bilirubinsiiure-methylester die Violettfirbung erst nach einiger Zeit ein und 
| wird auch dann in der Farbe der ersteren nicht gleichwertig. 


Oxymethyl-neoxantho-bilirubinsdure = 5-Oxy-3’, 4-dimethyl- 


| 3-athyl-5’-oxymethyl-pyrromethen-4’-propionsaure. 100 mg Oxymethyl- 
| neoxantho- bilirubinsiure- methylester werden in 10 ccm 10°/, iger methyl- 
alkohol. Kalilauge 5 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt. Dann wird nach 
_ 1stiindigem Stehen in der Kilte mit 2 n-Essigsiure angesiuert. Die Lésung 
_ triibt sich erst nach einiger Zeit; nach 6—8 Stunden Stehen ist restlose Aus- 
| flockung eingetreten. Der griingelbe Niederschlag wird abgesaugt, mit Wasser 
und Methanol gewaschen. Er ist in fast allen gebriuchlichen organischen 
 Lésungsmitteln unléslich. — Bei einem Versuch, die Substanz aus Eisessig 
| unzukrystallisieren, wurde symmetrisches Mesobilirubin-XIII,« erhalten. 
_ Die Oxymethyl-gruppe ist also leicht abspaltbar. 


2,820 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 0,221 ecm N (23°, 717 mm). 
C,,H.0,N, (318,2) Ber. N 8,80 Gef. N 8,53. 


Mesobilirubin-IX,«, analytisch. — Reinigung und Krystalli- 


sation. 1. Aus Pyridin, in dem es in der Hitze gut léslich ist, krystalli- 
'siert das Mesobilirubin-IX,« in langen, gelben, hiufig zu Biischeln ver- 


18* 
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2. Aus Chloroform, in dem das Mesobilirubin leicht léslich ist, erhilf& orange. 
man gelbe rhombische Blittchen mit dem Kantenwinkel 106° Die Ebend ynonokl 
der Ausléschung ist um 45° gegen die Liingsachse geneigf mit der 
(Fig. 1). Dichroismus ist nicht vorhanden. : B 

3. Aus Eisessig, in dem sich das Mesobilirubin auch if gintert 
der Hitze nur schwer list, krystallisiert es in feinen gelbuim Noslich 
Nadeln, die hiufig spindelférmig ausgebildet sind und w. nud sel 
deutlich abgerundete Enden besitzen. Die Ausléschung jsf ich in 





wahrscheinlich eine gerade. Schmelzp. 308° (unkorr.). ispaltun 

me 4. Aus Essigester krystallisiert das Mesobilirubin jy )Dihydr 
Fig. Es ° Yes ‘ 

feinen Nidelchen. F 3. 

; 3, 


Mesobilirubin -IX,u-dimethylester-dihydrochlorid, analytisch® BV. get 
Darstellung nach H. Fischer und G. Niemann [S. 257%) und 8. 262')IBjo0° 72 
Ausgehend von ungereinigtem Mesobilirubin krystallisiert der Ester zuers[ 











in orangeroten, meist fast quadratischen Blittechen mit griinbraunem Ober Uso 
flichenglanz. Hiufig liegt auch eine rhombische Grundfliche mit auf 
sitzender Pyramide vor, Kantenwinkel: 92—93°. — Bei Veresterung yom A 
reinstem, mehrmals aus Pyridin umkrystallisiertem Mesobilirubin tretef} \Mesobil 
sofort prachtvolle orangerote Prismen auf mit dem Kantenwinkel 93° Dif uach 6 
Ebene der volligen Ausldechung ist um 1—1,5° zur Lingsachse der Kr. 
stalle geneigt. Die Prismen sind hiiufig zu Rosetten verwachsen; Dichrois 
mus ist nicht erkennbar. Die abgenutschte Krystallmasse ist ziegelrot uni 
zeigt keinen Oberflichenglanz mehr. Schmelzp. 191° (unkorr.) = 196° (korr,, 
Dunkelfirbung bei 183° (unkorr.). 
Umkrystallisation: 100 mg Mesobilirubin-LX,e-dimethylester-dihy dro. 
chlorid werden in etwa 10 cem Eisessig auf dem siedenden Wasserbat —— 
“ET igi - | Pius ist 
“a ig 
ins? J ° i nell erscheix 
| Weise. 
a . b ¢ Feine ah 
seaiae Licht 1 
gelést, filtriert und mit 10 ccm Methanol (enthaltend 2—3°/, HCl) versetzt p Dichroi 


Nach Abkihlen und einigem Stehen prachtvolle Krystallisation, abgenutseht, und ore 


carminrote Krystallmasse. j M 
Bei geringerer Reinheit des Materials treten hiiufig 6 seitige orangeroif™ spaltun; 
durchscheinende Blittchen auf mit den Kantenwinkeln 108° und 145°. Ein methyle 
Paar Begrenzungskanten sind linger ausgebildet (Fig. 2a, b). | dsung 
Bei gréB8erer Reinheit treten fast nur die rhombisch umrissenef} Lisung 
Blattchen (Fig. 2c) auf mit den ebenen Kantenwinkeln von 35° und 145‘. Filtrier 





A Bei ihnen ist die Ebene der vélligen Ausléschung§% durch | 
Ph! um etwa 1—2° zur Lingsdiagonale bzw. 16° zuwiaus de 
\V/ i Lingsachse geneigt. Daneben finden sich noch griines | 
a. Ubergangsformen von den rein rhombischen Blitt Ver Es: 

rotorange gelooraenge Chen zu den 6 seitigen (Fig. 2b). Dichroismus ist] lislich » 
‘ bei beiden Typen vorhanden und von der in Fig.) wesentl 

<— > angedeuteten Art. Die Krystalle sind bei Parallel Methan 

v stellung von Lingsdiagonale und Schwingungs § Krystal 

Fig. 3. richtung des polarisierten Lichtes dunkler rot \ischun 











erhilfe orange, senkrecht dazu mehr gelborange. Krystallsystem wabrscheinlich 
Eben nonoklin. — Beim Umkrystallisieren aus Methanol-HCl werden Prismen 
eneigi nit dem Kantenwinkel 93° (vgl. S. 268) erhalten. 

} : Beim Erhitzen firbt sich das Dihydrochlorid bei 181° dunkelgriin, 
‘sintert bei 191° und sechmilzt bei 192° (unkorr.) = 197° (korr.). Es ist leicht 
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d unffund schwer léslich in ’ Alkohol und Ather. In Eisessig und Aceton list es 
i iff sich in der Wirme. Beim Erwiirmen in Methanol oder Eisessig tritt Ab- 





ispaltung von HCl ein, die Substanz wird gelbgriin. An der Luft ist das 
Dihydrochlorid einige Tage haltbar. 


, | 3,330 mg Subst. (aus Eisessig—Methanol + HCl umkrystallisiert, bei 18° 
sch, fi. V. getr.): 7,383 mg CO,, 1,905 mg H,O. — 2,780 mg Subst.: 0,206 ccm N 
62 20°, 723 mm). — 4,290 mg Subst.: 1,838 mg AgCl. 


A Me CasHygOgN,Cl, (689,32) Ber. C 60,93 H 6,73 N 8,12 Cl 10,29 





in ip 
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| a : Gef. 9? 60,47 9 6,40 9 8,21 9 10,61 e 
vor Alterungserscheinung an den Krystallen. — Die aus reinem 


reter 'Mesobilirubin mit Methanol-HCl] erhaltenen orangeroten Prismen haben 
, Dinach 6 tigigem Liegen eine griine Farbe angenommen und zeigen zwischen 
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Thal “ i a " . . 
gekreuzten Nicols dann eine intensive griine Fluorescenzfarbe. Dichrois- 
‘nus ist nicht mehr vorhanden. — Die Blittchen mit den 6 seitigen Umrissen 
zeigen nach 6tigigem Lagern an der Luft eine auffillige Alterungs- 
; erscheinung, und zwar eine Dunkelfirbung in der in Fig. 4a gezeichneten 
Weise. Bei den rautenférmig begrenzten Blittchen des Dihydrochlorids tritt 
eine dhnliche Dunkelfirbung (Fig. 4b) auf. Die Kry stalle sind in weibem 
‘Licht noch orangerot gefirbt, besitzen noch den in Fig. 3 angegebenen 

etz{_ Vichroismus und haben zwischen gekreuzten Nicols blab-graue, blab-griine 

sche “2d orange Interferenzfarben. (Vgl. 8. 263.) 


| Mesobilirubin -IX, «-dimethylester, analytisch. a) Durch Ab- 
eri spaltung von HCl aus dem Dihydrochlorid. Das Mesobilirubin - IX, «- di- 
Ein methylester- dihydrochlorid wird in Chloroform gelést und mit 2n-Soda- 

ldsung durchgeschiittelt. Dabei tritt Aufhellung der vorher rotbraunen 
nei Lisung nach Gelb ein. Die Chloroformlésung wird gewaschen, durch 
45'B Filtrieren getrocknet und eingeengt. SchlieBlich wird das Chloroform 
ung@® durch Methanol verdringt. Der Ester flockt amorph aus. Mit Methanol 
zu aus der Hiilse extrahiert, erhilt man ein teilweise krystallisiertes gelb- 
och griines Produkt mit dem Schmelzp. 28383—234° (unkorr.) = 239,5—240,5° (korr.). 
litt Der Ester ist sehr schwer umzukrystallisieren. Er ist in der Kite leicht 
3 ist lislich in Chloroform, in der Hitze in Pyridin, Dioxan und Benzol. Er ist 
ig.3 wesentlich schwerer léslich in Methanol und unldslich in Ather. Aus 
lel: Methanol krystallisiert er am besten, und zwar in gelben spindelférmigen 
ngs Krystallen mit dem Schmelzp. 233° (unkorr.). Die Ebene der vélligen Aus- 
lischung sehlieBt mit der langen Achse einen Winkel von etwa 2° ein. 
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jéslich in Chloroform, weniger leicht in Benzol und Tetrachlorkohlenstoff 
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Die Krystalle zeigen auBerdem einen geringen Dichroismus. Liegt dic 
| schwer 
' scheinli 
; lange, f 


Liingsachse der Krystalle parallel zur Schwingungsrichtung des polarisiertey 
Lichtes (Fig. 3, Pfeil!), dann erscheinen die Krystalle gelbgriin, senkrech; 
dazu mehr orangegelb. 


4,571 mg Subst. (mit Methanol extrahiert, bei 40° i. V. getr.): 11,402mgC0,, 
2,983 mg H,O. — 3,555 mg Subst.: 0,294 ccm N (21°, 723 mm). 


C,;H,,0,N, (616,4) Ber. © 68,14 H 7,20 N 9,08 
Gef. ,, 68,03 ,, 7,30 ,, 9,14. 


Der einfachste Weg vom Dihydrochlorid zum freien Ester besteht in 
dem Erhitzen des Dihydrochlorids mit Methanol. Schon nach kurzer Zeit 
treten spindelférmige Krystalle auf, manchmal auch fast rechteckige Blitt. 
chen. Ausgehend von reinstem Dihydrochlorid erhilt man eine prachtvolle 
Krystallisation von feinen, rechteckigen gelbgriinen Blittchen. Der ebene 
Kantenwinkel betriigt 90°, die Lingskanten sind hiufig leicht gekriimmt. 
Die Ebene der volligen Ausléschung ist um 1,5—2° gegen die Liingsachse 
der Krystalle geneigt. Mitunter bilden sich auch Stiibchen oder kurze Prismen. 

b) Durch Veresterung des Mesobilirubins mit Diazomethan. 200 mg 
aus Pyridin umkrystallisiertes Mesobilirubin-1X,« werden in 30 cem Methanol 
aufgeschlimmt und mit 60 cem einer gesiittigten dtherischen Diazomethan- 
lésung versetzt. Es tritt nach einiger Zeit vollige Lésung ein. Mit n/10- 
Salzsiiure wird das iiberschiissige Diazomethan zersetzt, die Atherlésung 
mit Alkalilésung durchgeschiittelt und mit Wasser gewaschen. Nach Ab- 
dampfen des getrockneten Athers und Versetzen des Riickstandes mit 
Methanol hinterbleibt der Ester als gelbgriine, amorphe Masse. Durch 
Extraktion mittels Methanol wird die Krystallisation in den oben beschriebenen 
rechteckigen Blittchen und Prismen erzielt. 


3,725 mg Subst. (mit Methanol extrahiert, bei 50° i. V. getr.): 0,304 cem N 
717 mm). 
C,;H,,O,N, (616,4) Ber. N 9,08 Gef. N 8,88. 


Nach Auflésen des freien Esters in Essigsiiure und Versetzen mit 
heibem, 2°/,ige HCl enthaltendem Methanol krystallisieren die S. 268 be- 
schriebenen rautenférmigen Blittchen mit dem ebenen Kantenwinkel von 
145° aus. Auch bei ihnen ist die Ebene der vélligen Ausléschung um 1—2’ 
zur Diagonale der Blittchen, bzw. um 16° zur einen Liingsachse geneigt. 


Mesobilirubin-ITI, «(X). Darstellung nach der Methode von H. Fischer 
und R. Hess [S. 2574)] aus synthetischer Iso-neoxantho-bilirubinsiure ’). 
Umkrystallisation: Das Mesobilirubin-III,« ist in Pyridin wesentlich schwerer 
léslich als die beiden Isomeren -I[X,e und -XIII,«. 1. Aus Pyridin kry- 
stallisiert es meist in haarférmig gekriimmten, spitz zulaufenden Nadeln. 
Dichroismus ist nicht festzustellen. Die Ebene der Ausléschung ist infolge 
der Kriimmung der Nadeln nur undeutlich zu messen. Sie ist wahrscheinlich 
eine gerade. Die Interferenzfarben zwischen gekreuzten Nicols sind Griin 
und Gelb. Schmelzp. 316—319° (unkorr.) = 326—329° (korr.). 

2. Aus Eisessig werden ebenfalls faserartig gekriimmte gelbe Nadeln 
mit gerader Auslischung erhalten. Die Substanz ist in Eisessig schwer 
léslich. 


920 
(2o ; 


1) W. Siedel, Diese Z. 231, 167 (1935). 
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Synthese des Mesobilirubins (= Mesobilirubin-[X, «). 


3. Aus Chloroform, in dem das Mesobilirubin-III,a in der Hitze mittel- 


' schwer léslich ist, krystallisiert es in langen verzweigten Nadeln mit wahr- 
' scheinlich paralleler Ausléschung. Bei stiirkster Konzentration erhilt man 
lange, feine, gerade Nadeln mit paralleler oder fast paralleler Ausléschung. 


Mesobilirubin-III,«-dimethylester-dihydrochlorid. Darstellung 


_ aus Mesobilirubin-III,@ (umkrystallisiert aus Pyridin) mit Methanol-HCl wie 
iiblich. Zum Unterschied von Mesobilirubin-IX,« tritt schon eine viel 
' langsamere Rotfirbung des Reaktionsgemisches und Loésung der Substanz 
' ein. Nach voriibergehender Liésung setzt prichtige Krystallisation ein. 
Abgenutscht hinterbleibt dann eine hellrote Krystallmasse mit dem Schmelz- 
punkt 226° (unkorr.) = 232° (korr.) 


Die Hydrochloridkrystalle aus reinstem Mesobilirubin-III,@ bilden sehr 


' lange orangerote Nadeln oder Bilkchen mit abgeschriigten Enden. Die 
' Ausléschung der Krystalle ist eine veriinderliche, je nach der Lage der 
| Bilkehen. Die Ebene der Ausléschung ist unter | j7-;, 
| den Winkeln 55°, 34° und 17—19° zur langen Achse \% 
‘der Krystalle geneigt (Fig. 5a). Interferenzfarbe 
| Orange. Die Substanz ist sehr unbestiindig und 
' spaltet schon nach 2 Stunden Liegen HCl ab. Die 
| Krystalle werden dabei griin und orange. AubBer- 
' dem tritt starker Dichroismus auf. Parallel zur 
| Schwingungsrichtung des polarisierten Lichtes (Pfeil) 
' sind die Krystalle mehr griin, senkrecht dazu mehr 
| blaugriin gefirbt. — Die Krystalle aus weniger 
_reinem Mesobilirubin-III,a sind derber und breiter und sind stufenférmig 
' abgeschnitten (Fig. 5b). Sie zeigen parallele Ausléschung und keinen Di- 
' chroismus. Sie enthalten den Chlorwasserstoff fester gebunden und sind 
' leicht einen Tag haltbar. — Abweichend vom Mesobilirubin-[X, «-dimethyl- 
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Fig. 5. 


ester-dihydrochlorid ist das entsprechende -III,a-Derivat in Methanol—-HCl 


' schwer léslich. Auch in Eisessig ist es schwerer léslich. Umkrystallisiert 
| wird durch Lésen in Eisessig und Zusatz von HCl-haltigem Methanol. Nach 
| \,stiindigem Stehen beim Reiben schéne Krystallisation von orangeroten 


6seitigen Blittchen mit dem ebenen Kantenwinkel von 146,5° (Fig. 6). 


| Die Blattchen sind oft unsymmetrisch ab- 
_ geschnitten. Bei manchen ist eine Ausléschung =a 8 


' nicht zu beobachten. Bei ganz diinnen Kry- 7 
 stallen ist die Ebene der Ausléschung um 72° es 
| zur Achse der Blittchen geneigt. Die Inter- --~ 


ferenzfarben sind Rot und bei ganz diinnen 





146,5°."— 








Blittehen Griin. Der Dichroismus stimmt mit 


| dem in Fig. 3 beschriebenen iiberein. Im Fig. 6. 

| Gegensatz zu den Nadeln sind die Blittchen 

 hinsichtlich der HCl-Abspaltung bestindiger. Bei Alterung der Krystalle 
 bilden sich Risse parallel der einen Kante, hiufig tritt auch Spaltung in 
| Richtung der kiirzeren Diagonale der Rhomben ein. Neben den Sechs- 


ecken finden sich auch Prismen mit gelber Farbe, offensichtlich Krystalle 


| der freien Base; rechtwinklig begrenzt, gerade Ausléschung. 


Mesobilirubin-III,«-dimethylester. 100 mg Dihydrochlorid werden 
Die Lésung wird filtriert und mit 
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heiBem Methanol versetzt. Nach kurzer Zeit tritt Krystallisation von gelben 
Prismen mit dem Schmelzp. 248—249° (unkorr.) = 255— 256% korr.) ein. Die 
Prismen sind rechtwinklig umrissen, hiufig gekreuzt und zeigen parallele 
Ausléschung. — Der Ester ist unlislich in Ather, sehr schwer léslich in 
Chloroform, in der Hitze leicht léslich in Pyridin. Umkrystallisiert wird 
durch Lésen in Chloroform und Verdringen desselben mit Methanol. In 
beiden Fallen entstehen rechtwinklig begrenzte, meist sehr kleine Prismen 
mit gerader Ausléschung. 


3,611 mg Subst. (aus Eisessig—Methanol umkrystallisiert, bei 50° i. V. 
getr.): 8,958 mg CO,, 2,270 mg H,O. — 2,920 mg Subst.: 0,235 ecem N (22°, 
720 mm). 

C,5Hy,O.N, (616,4) Ber. C 68,14 H 17,20 N 9,08 
Gef. ,, 67,66 ,, 7,03 ,, 9,03. 


Mesobilirubin-XIII, « (XI). Vgl. auch friihere Untersuchungen [S. 258 *)), 
Dieses Isomere ist in Pyridin leichter léslich als Mesobilirubin-IX,a. Es 
krystallisiert daraus teils in sehr langen, diinnen gelben 








1 Nadeln, die meist an den Enden zugespitzt sind und 
a4 / parallel ausléschen, teils auch in Prismen (Fig. 7) mit 
\f f | dem ebenen Kantenwinkel von 60°. Die Ebene der 
\ / | Ausléschung ist in der gezeichneten Orientierung 25° 
/ | gur Liingsachse geneigt. Kein Dichroismus. Die Inter- 
ferenzfarben sind Hellgriin und Gelb. Schmelzp. 313° (un- 
tes | _ korr.) = 823° (korr.). Mischschmelzpunkt mit Mesobilirubin- 


ee III, a (Schmelzp. 316° unkorr.) = 296° (unkorr.), mit Meso- 
dante bilirubin-[X,« (Schmelzp. 308° unkorr.) = 306° (unkorr,), 


Mesobilirubin-XIII,«-dimethylester-dihydrochlorid. Bei der Dar- 
stellung aus reinstem Mesobilirubin- XIII, mit Methanol-HCl langsame Rot- 
fiirbung der Lésung, dann Krystallisation von langen hellroten Nadeln. Sie 
sind meist unter 45° spitz abgeschnitten (Fig. 8). Die Ebene der vdlligen 











Ausliéschung ist um 1—2° gegen die Liingskante geneigt. Dichroismus nur 
schwach. Schmelzpunkt des Hydrochlorids (reinst) 232° (unkorr.) = 238,5° 
(korr.), Griinfirbung bei 193°, Dunkelfirbung bei 205—210°% Mischschmelz- 
punkt mit Mesobilirubin-[X,«-dimethylester-dibydrochlorid (Schmelzp. 193° 
unkorr.) = 218° (unkorr.). Die beiden HCl-Molekiile scheinen fester ge- 
bunden zu sein als bei den beiden isomeren Dihydrochloriden -I[X«@ und 
-III,«; denn auch bei lingerer Extraktion mit Methanol wird nicht alles 
HCl weggenommen. 


Mesobilirubin-XIII, «-dimethylester. a) Darstellung aus dem Di 
hydrochlorid durch Lésen in Eisessig und Zugeben von Methanol. Amorphe 
Fiillung. Die Versuche zur Krystallisation verliefen fast alle ergebnislos, 
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‘lediglich aus Eisessig und aus Dioxan wurden Krystalle erhalten, aus Eis- 
‘essig gelbgriine, schlecht ausgebildete Prismen und 6eckige Blattchen 
‘mit nahezu paralleler Ausléschung, aus Dioxan kleine, undeutlich aus- 
gebildete Prismen mit paralleler Ausléschung. (In Dioxan leicht Oxydation!). 
Reinigung am besten durch Umfillung mit Eisessig—Methanol, Schmelzpunkt der 
-amorphen oder mikrokrystallinen Substanz: 271° (unkorr.) = 278,5° (korr.). 


3,250 mg Subst. (aus Eisessig—Methanol umgeldést, bei 50° i. V. getr.): 


 ,265 eem N (24°, 717 mm). 


C,,H,,0,N, (616,4) Ber. N 9,08 Gef. N 8,84. 


b) Darstellung durch direkte Kondensation von Neoxanthobilirubin- 


siure-methylester mit Formaldehyd. 100 mg Neoxanthobilirubinsiure-methyl- 
-ester werden mit 3 ccm Formalinlésung verrieben und mit 2 cem 25°/,iger 
' HCl versetzt. Rotfirbung der Reaktionslésung. Nach 5 Minuten wird mit 
Wasser verdiinnt, abgenutscht und der Riickstand mit Methylalkohol auf- 
geschlimmt. Abgenutscht, griine Masse, die aus Pyridin—Methanol umgefillt 
‘wird. Man erhilt eine gelbgriine mikrokrystalline Substanz vom Schmelz- 
} punkt 271° (unkorr.). 


3,416 mg Subst. (aus Eisessig-Methanol umgelist, b. 50° i. V. getr.): 


P3511 mg CO,, 2,132 mg H,O. — 2,950 mg Subst.: 0,242 cem N (22°, 717 mm). 


C,;H,,0,N, (616,4) Ber. C 68,14 H 7,20 N 9,08 
Gef. ,, 67,95 5 6,98 »» 8,95. 


Mesobilirubin-IX, «-dimethylester-dihydrochlorid, synthetisch. 


100 mg Oxymethy]-neoxantho-bilirubinsiure-methylester werden mit 87 mg 
_ lso-neoxantho-bilirubinsiure in 200 cem Chloroform gelést. Unter Kiihlung 
' mit Eiswasser wird dann in die Chloroformlésung ein Strom von trockenem 
 Chlorwasserstoff eingeleitet bis zur beginnenden Griinfirbung der Lésung. Hier- 
‘auf wird die Chloroformlésung schnell mehrmals mit Wasser gewaschen, 
' durch Filter getrocknet und eingeengt. Nach Verdriingen des Chloroforms mit 
_ Methanol krystallisiert eine geringe Menge Mesobilirubin-III,a (feine haar- 
_tférmige Nadeln, Schmelzp. 315° unkorr.) aus. Nach Filtration wird in die 
| nethylalkoholische Lésung trockene Chlorwasserstoffsiiure bis zur Sittigung 
| cingeleitet. Schon nach kurzem Stehen tritt prachtvolle Krystallisation des 


synthetischen Mesobilirubin- IX, «-dimethylester-dihydrochlorids in den orange- 


'farbenen Prismen mit der Ausléschungsschiefe von 1,5° ein. Diese Prismen 
| stimmen in allen itibrigen Eigenschaften mit den S. 268 beschriebenen Kry- 
| stallen tiberein. Schmelzp. 194° (unkorr.) = 199° (korr.). Mischschmelzpunkt 
mit analytischem Material (Schmelzp. 192° unkorr.) = 193°, also keine 
| Depression. 


Mesobilirubin-IX, «-dimethylester, synthetisch. Darstellung durch 


| Erhitzen des Dihydrochlorids mit Methanol (vgl. S. 270). Es tritt sofort 


Gelbfiirbung der Substanz ein. Nach laingerem Kochen bilden sich die 


kleinen, rechteckigen Krystalle, die S. 270 fiir den analytischen Ester 
| beschrieben sind. In der Ausléschung und im Dichroismus besteht ebenfalls 


villige Ubereinstimmung. Schmelzp. 234° (unkorr.) = 240,5° (korr.). Die Mischung 
init analytischem Mesobilirubin-IX, a-dimethylester (Schmelzp. 233°) schmilzt 
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bei 233°, zeigt also keine Depression. Die Mischung mit dem isomeren 
Ester-III,@ (Schmelzp. 248°) schmilzt bei 232°, die Mischung mit dem 
Ester-XIII,o« (Schmelzp. 268°) bei 243° (simtlich unkorr.). 


3,521 mg Subst. (mit Methanol] extrahiert, bei 50° i. V. getr): 8,839 me 
CO,, 2,202 mg H,O. — 2,797 mg Subst.: 0,285 cem N (21°, 717 mm). 


C5H,,O,N, (616,4) Ber. © 68,14 H1720 N 9,08 
Gef. ,, 68,46 ,, 7,00 ,, 9,20. 


Mesobilirubin-IX,«, synthetisch. 100 mg Mesobilirubin-[X, «-di- 
methylester-dihydrochlorid werden in einer 5°/,igen methylalkoholischen 
Kalilauge bis zur beginnenden Griinfiirbung erhitzt. Nach Ansiiuern mit 
2 n-Schwefelsiiure wird die Liésung mit Chloroform ausgezogen. Die 
Chloroformlésung wird mit Wasser gewaschen, durch Filtrieren getrocknet 
und schlieblich bis zur Trockene verdampft. Der Riickstand gibt, aus Pyri. 
din umkrystallisiert, schéne gelbe Nadeln, die in allen Eigenschaften denen 
des analytischen Materials gleichen. Auch die Léslichkeitsverhiiltnisse sind 
dieselben. Schmelzp. 311° (unkorr.) = 321° (korr.). Der Mischschmelzpunkt 
mit analytischem Material (Schmelzp. 310°) liegt bei 310°, zeigt also keine 
Depression. Mischschmelzpunkt mit Mesobilirubin-II],a (Schmelzp. 316° 
unkorr.) = 306° (unkorr.), mit Mesobilirubin- XIII, « (Schmelzp. 311°) = 306' 


(unkorr.). 
3,860 mg Subst. (aus Pyridin umkryst., bei 60° i.V. getr.): 9,550 mg CO,, 
2,420 mg H,O. — 2,977 mg Subst.: 0,265 cem N (20°, 702 mm). 


C,,H,O,N, (588,32) Ber. C 67,31 H685 N 9,52 
Gef. ,, 67,47  ,, 7,02 ,, 9,58. 


Reduktion des synthetischen Glaukobilins zum Mesobilirubin 
= Mesobilirubin-IX, «. 100 mg Glaukobilin-[X,@ werden in 20 cem Eis- 
essig gelést und auf dem siedenden Wasserbad mit 500 mg Zn-Staub er- 
wirmt. Die griine Farbe der Lésung schliigt schon nach wenigen Sekunden 
nach Griinbraun und schlieBlich nach Gelb um. Hierauf wird mit Chloro- 
form und Wasser ausgeschiittelt, die Chloroformlésung durch Filtrierev 
getrocknet und eingeengt. Dabei fillt das Reduktionsprodukt meist amorph 
an. Aus Pyridin umkrystallisiert, gelbe Nadeln mit dem Schmelzp. 308° 
(unkorr.) = 318° (korr.). Mischschmelzpunkt mit analytischem Mesobilirubin 
(Schmelzp. 309° unkorr.) = 308°, also keine Depression. — Die Krystall- 
eigenschaften stimmen mit denen des analytischen Materials véllig tiberein. 
Die Ebene der Ausléschung ist um 1° gegen die Liingsachse der Nadeln 
geneigt. Dichroismus vorhanden, aber schwach. 


2,815 mg Subst. (aus Pyridin umkrystallisiert, bei 50° i. V. getr.): 
0,236 cem N (20°, 721 mm). 
C,,H,O,N, (588,32) Ber. N 9,52 Gef. N 9,27. 


Mesobilirubin -IX, «-dimethylester-dihydrochlorid, synthetisch. 
a) Darstellung durch Veresterung des aus Glaukobilin erhaltenen Mesobili- | 
rubins mit Methanol-HCl. Sehr gut ausgebildete orangerote Prismen (vg. 
S. 268) mit dem Kantenwinkel von 93° und der Ausléschungsschiefe von 1°. 
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Synthese des Mesobilirubins (= Mesobilirubin-IX, «). 975 


eren | Schmelzp. 192—193° (unkorr.) = 197—198° (korr.), Dunkelfiirbung und Sinte- 
dem rung bei 179° Mischschmelzpunkt mit analytischem Dihydrochlorid-IX, « 
- (Schmelzp. 192°) = 192° (unkorr.). 


yng 2,978 mg Subst. (bei 20° i. V. getr.): 6,595 mg CO,, 1,672 mg H,O. — 
2,149 mg Subst.: 0,167 cem N (20°, 723 mm). 
C,;H,,0,N, (689,32) Ber. C 60,98 H6,73 N 8,12 


Gef. ,, 60,40 ,, 6,28 ,, 8,61. 


di. & b) Darstellung durch Reduktion von synthetischem Glaukobilin-[X, «- 
hen —& dimethylester in Eisessig mit Zn-Staub. Nach Aufnahme der gelben Reak- 
mit @ tionsmischung in Chloroform wird mit Sodalésung und Wasser gewaschen, 
Die @ durch Filtrieren getrocknet und eingeengt. Wird schlieBlich das Chloroform 
cnet @ durch Eisessig verdriingt und trockener Chlorwasserstoff eingeleitet, so tritt 
yri- | Krystallisation von roten Nadeln ein, die mit den unter a) beschriebenen 
nen | und somit auch mit dem analytischen Material identisch sind. — Durch 
ind | Kochen dieses Dihydrochlorids mit Methanol wird der Mesobilirubin-IX, «- 
nkt  dimethylester erhalten. Nach einigem Stehen krystallisiert er aus der Metha- 
ine | nol-Lésung in spindelférmigen, hellgelben Blittchen aus, deren Ausliéschungs- 
16° — schiefe 2—2,5° betriigt. Schmelzp. 229°, Mischschmelzpunkt mit dem analy- 


tischen Ester (Schmelzp. 233°) = 230°, also keine Depression. 





Uber die £,f-Oxydation (gleichzeitige doppelseitige 
6-Oxydation) von dibasischen Fettsduren. 


Von 
Camillo Artom. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Palermo.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1936.) 


Bei der Zusammenfassung der schénen Untersuchungen yon 
Prof. Verkade und seinen Mitarbeitern iiber die w-Oxydation 
der monobasischen Fettsiuren und iiber die weitere £-Oxydation 
der dibasischen Fettsiuren glaubte ich Anfang 1935  neben 
anderen auch auf die Moéglichkeit hinweisen zu sollen, daB die 
Elimination von 4 Gliedern der Kette einer dibasischen Fettsiiure 
nicht nur durch zwei aufeinander folgende £-Oxydationen, sondern 
auch durch eine gleichzeitige @-Oxydation an beiden Enden der 
Molekiile (@,8-Oxydation) geschehen kann’). Infolgedessen hatte 
ich mir erlaubt, das urspriingliche Schema von Verkade und 
Mitarbeitern in folgender Weise etwas zu erweitern: 


CH,—(CH,),COOH ® ,  HOOC—(CH,),—-COOH 


|B iB | 
Y Yv 
CH,—(CH,),.—COOH >» ~HOOC—-(CH,),4~-COOH | 9,6 
B B 
| 


CH, CH,),_. COOH y»  HOOC (CH, p< COOH 

Verkade, Van der Lee und van Alphen?) hielten diese 
kleine Erweiterung fiir unangebracht und schrieben: ,,Ein derartig 
vollig simultaner Verlauf beider Oxydationen erfordert eine 
wechselseitige Abhingigkeit beider #-Oxydationen, d. h. einen 
sehr komplizierten Reaktionsmechanismus, der fraglos iuBerst 
unwabhrscheinlich ist“. In Wirklichkeit hatte in der Zeit, in der 
ich schrieb, die von mir vorgeschlagene Hypothese als einzige 
experimentelle Stiitze die Tatsache, dai Acetonylaceton aus den 
Produkten der Oxydation ,,in vitro“ der Korksiure durch Wasser- 
stoffsuperoxyd in Gegenwart von CuSO,, von Ponsford und 
Smedley-Mac Lean isoliert worden war’). Letzteres leitet sich 
fast sicherlich durch Decarboxylierung von einer , /- Diketo- 
dicarbonsiure her: 


') C. Artom, Ann. Rev. of Biochemistry 4, 216 (1935). 

*) P. E. Verkade, J. van der Lee und A. J.S. van Alphen, Diese 
Z. 237, 186 (1936). 

*) A.P. Ponsford und I.B.Smedley-Mace Lean, Biochemie. J. 2, 
892 (1934). 
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Uber die 6,f-Oxydation von dibasischen Fettsiuren. 





































HOOC—CH,—CH,—(CH,),—CH,—CH,—COOH ‘f 
| A, B 


v 
HOOC—CH,-—-CO——(CH,),-CO—-CH, --COOH 
| —2CO, 


Y 
CH,—CO——(CH,), -CO—CH, 


Die Erweiterung dieses Abbauweges auf die Oxydation der 


on — dibasischen Fettsiiuren im Organismus war sicherlich spekulativ: 
on & auf jeden Fall sind die angefiihrten Argumente, um eine derartige 
on — Erweiterung auszuschlieBen, ebenso spekulativ. 


1 Einige neue Versuche von Mazza‘) geben indessen den 
lie @ ersten direkten Beweis fiir das biologische Zutreffen der in der 
re Diskussion befindlichen Hypothese. 


me Die Anwesenheit von y-Ketonen unter den Oxydations- 
ey @ produkten der Korksiure durch iiberlebende Leber- und Nieren- 
te |B schnitte ist dadurch, daB die Pyrrol-Reaktion stets positiv gefunden 
id | wurde, AuBerst wahrscheinlich gemacht. Infolgedessen ist es auch 


' wahrscheinlich, daB unter diesen Umstiinden Acetonylaceton durch 

_ eine #,8-Oxydation und eine darauf folgende Decarboxylierung 

- aus der Korksiiure gebildet wird, wie bei den erwihnten Versuchen 
von Ponsford und Smedley-Mac Lean. 

Dazu kommt auch, daB bei der Wirkung der Nierenschnitte 

» auf die Adipinsiiure kleine Mengen von Diacetyl auftreten. Dieses 

ist als Nickeldioxym isoliert und fast sicher durch das Schema: 


“ft HOOC—CH,—CH,—CH,—CH,—-COOH 
68, HOOC—CH,—CO—CO—CH,—COOH =2©9% CH,—CO—CO—CH, 


e 
n —F erzeugt worden. 

t & Auf Grund der zusammengefaSten Ergebnisse darf man also 
cr : sagen, daB die gleichzeitige #,f-Oxydation tatsiichlich eine Art 
e & des biologischen Abbaus der dibasischen Fettsiuren ist. Es ist 
" q gerade wegen der von Verkade und seinen Mitarbeitern ange- 


- — fihrten Argumente wahrscheinlich, daB es sich um einen sekun- 
1 & diren und vielleicht auch auergewéhnlichen Weg handelt; es ist 
n fF aber ebenso leicht méglich, daB dieser Weg in besonderen Fallen 
' von bedeutendem Interesse wird, indem er uns die Herkunft von 
Produkten, wie das Diacetyl, die standig in verschiedenen biolo- 
gischen Materialien gefunden werden, erkliren kann. 


*) F. Mazza, Arch. di Biol. 22, 307 (1936). 





